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Die Familie der uPAR/Ly6-Proteine umfasst Proteine, die unter anderem im Zentralner-
vensystem exprimiert werden und die eine Rolle bei der Modulation nikotinerger Acetyl-
cholinrezeptoren spielen. Drei Beispiele für diese Proteine sind Lynx1, Slurp1 und Slurp2,
die starke strukturelle Ähnlichkeiten zu α-Neurotoxinen von Schlangen aufweisen (Ploug
and Ellis 1994; Tsetlin 1999).
Lynx1 ist ein Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol(GPI)-verankertes Zelloberflächenprotein,
während es sich bei Slurp1 und Slurp2 um Sekretionsproteine handelt.
Lynx1 verändert die Ionenpermeabilität und das Desensitisierungverhalten von nAChRs,
die aus den Untereinheiten α4 und β2 aufgebaut sind (Ibanez-Tallon et al. 2002; Miwa
et al. 1999). Die Lynx1-Knockout-Maus zeigt eine erhöhte Bindungsaffinität des Rezep-
tors für Nikotin und eine erhöhte Offenwahrscheinlichkeit der Rezeptorkanäle in Anwe-
senheit des Agonisten (Miwa et al. 2006).
Die Sekretionsproteine Slurp1 und Slurp2 wirken ebenfalls über die Modulation von ni-
kotinischen Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) und regulieren die Funktion menschlicher
Keratinocyten (Arredondo et al. 2005, 2006). Mutationen des menschlichen Slurp1-Gens
führen zur „Mal de Meleda“, einer autosomal rezessiven Hautkrankheit (Chimienti et al.
2003).
Das Protein Lypd6 ist ein weiteres kürzlich entdecktes Mitglied der uPAR/Ly6-Prote-
infamilie (Darvas 2007). Verhaltensuntersuchungen von transgenen Mäusen, bei denen
Lypd6 überexprimiert wurde, zeigten eine signifikante Steigerung der neuigkeitsindu-
zierten Lokomotion bei Tests im Offenfeld und im Y-Labyrinth. Auch konnte eine verän-
derte Schreckreaktion (Präpulsinhibition) festgestellt werden. In verhaltenspharmakolo-
gischen Untersuchungen wurde eine gesteigerte Sensitivität dieser Mäuse für die analge-
tische Wirkung von Nikotin gezeigt (Darvas 2007).
In dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, ob Lypd6, ebenso wie z.B. Lynx1, als Mo-
dulator nikotinischer Acetylcholinrezeptoren wirkt. Dazu wurden elektrophysiologische
Ganzzell-Patch-Clamp-, mikrofluorometrische und pharmakologische Untersuchungen
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an trigeminalen Neuronen (TriNs) von Wildtyp- und transgenen Mäusen durchgeführt.
Trigeminale Neurone wurden ausgewählt, da diese in transgenen Mäusen eine besonders
hohe Überexpression von Lypd6 aufweisen.
Unsere Befunde zeigen, dass Lypd6 den Fluss von Kalziumionen durch nAChRs ver-
ändert. In transgenen Mäusen ist der Kalziumeinstrom durch nAChRs in die Zelle im
Vergleich zu Wildtyptieren signifikant verstärkt. Dies wurde sowohl in Patch-Clamp-
Messungen des Membranstroms als auch in mikrofluorometrischen Messungen intra-
zellulärer Kalziumkonzentrationsänderungen mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2
nachgewiesen. Eine Beteiligung spannungsaktivierter Kalziumkanäle und intrazellulärer
Kalziumspeicher an der Wirkung von Lypd6 konnte weitgehend ausgeschlossen wer-
den. In „Loss-Of-Function“-Studien mit spezifischer siRNA wurde die Expression des
Lypd6-Gens in transgenen Tieren unterdrückt. Dies führte zu einem Verlust des verstärk-
ten Kalziumeinstroms durch nAChRs in trigeminalen Neuronen. Interessanterweise hat-
ten diese Knockdown-Experimente auch in Neuronen von Wildtypmäusen eine deutli-
che Reduktion des Kalziumeinstroms durch nAChRs zur Folge. Dies weist darauf hin,
dass Lypd6 auch unter physiologischen Bedingungen an der Regulation der nikotini-
schen Acetylcholinrezeptorfunktion beteiligt ist. Mithilfe von selektiven Inhibitoren un-
terschiedlicher nAChR-Subtypen konnten zudem αβ-heteromere Rezeptoren als Wirkort
des Lypd6-Proteins identifiziert werden.
Da Kalzium einer der wichtigsten intrazellulären Botenstoffe ist, könnte die für Lypd6
beschriebene Wirkung auf nAChRs sowohl zu relevanten physiologischen als auch pa-
thophysiologischen Veränderungen führen. So könnte Lypd6 über Änderungen der in-
trazellulären Kalziumkonzentration sowohl prä- als auch postsynaptische Prozesse be-
einflussen, die für die synaptische Transmission im ZNS und deren Plastizität bedeutsam
sind (Broide and Leslie 1999; Ji et al. 2001; Mansvelder and McGehee 2000). Aber auch
pathophysiologische Mechanismen, die der Neurotoxizität und dem Zelltot zugrunde
liegen, könnten durch die Wirkung von Lypd6 betroffen sein (Belluardo et al. 2000; Ut-
sugisawa et al. 2002). Bei der Abnahme kognitiver Funktionen im Alter (Gallagher and
Rapp 1997), aber auch bei Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson oder Schizophrenie
(Dani and Bertrand 2007; Geula 1998; Robbins et al. 1997) werden solche Prozesse als
Ursachen diskutiert.
Die hier beschriebene neuartige Wirkung von Lypd6 auf nAChRs eröffnet möglicherwei-
se neue Ansätze zur Entwicklung therapeutischer Konzepte, mit denen man Alterungs-




2.1. Ionenkanäle in Zellmembranen erregbarer Zellen
Aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung des intra- und extrazellulären Ionen-
milieus entsteht ein Potentialgradient (Membranpotential) über der Zellmembran erreg-
barer Zellen, der im unerregten Zustand der Zelle als Ruhemembranpotential bezeichnet
wird. Bei einer Bewegung bestimmter Ionen durch die Zellmembran kommt es zu einer
Änderung des Membranpotentials, die Zelle wird de- oder hyperpolarisiert. Neben ak-
tiven Transportprozessen von Molekülen und Ionen durch die Zellmembran haben sich
im Laufe der Evolution spezielle Membranproteine (Kanäle) entwickelt, die die Permea-
tion von Ionen durch die Membran entsprechend deren Konzentrationsgradienten regu-
lieren. Diese Membranproteine formen wassergefüllte Poren, die im geöffneten Zustand
für bestimmte Ionen permeabel sind. Allgemein lassen sich drei wichtige Eigenschaften
von Ionenkanälen zusammenfassen: (a) Sie leiten Ionen, (b) sie wirken als Filter für be-
stimmte Ionen und (c) sie öffnen und schließen als Reaktion auf spezifische elektrische,
mechanische oder chemische Signale (Hille 2001; Kandel et al. 2000).
So öffnen und schließen z.B. spannungsgesteuerte Kanäle aufgrund von Änderungen des
Membranpotentials.
Ligandengesteuerte Ionenkanäle stellen eine Gruppe von Ionenkanälen dar, deren Öff-
nen und Schließen hingegen durch die Bindung chemischer Substanzen geregelt wird.
Typische chemische Substanzen, die diese Kanäle aktivieren und durch ihre Wirkung die
Zellmembran de- oder hyperpolarisieren können, sind sog. Neurotransmitter, wie z.B.
Acetylcholin (ACh), Glutamat, γ-Aminobuttersäure (GABA) oder Glycin.
Aufgrund der Vielfalt und der Verteilung dieser funktionell essentiellen Proteine im Or-
ganismus können ihre Fehlfunktionen eine breite Spanne von Erkrankungen hervorrufen.
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So kommt es z.B. durch eine Beeinträchtigung der Funktion von Acetylcholinrezepto-
ren in der neuromuskulären Endplatte zur Myasthenia gravis, einer Autoimmunerkran-
kung, deren charakteristisches Kennzeichen eine belastungsabhängige Muskelschwäche
ist. Weiterhin stellen Ionenkanäle auch wichtige Angriffspunkte für chemische Substan-
zen wie Toxine und Arzneistoffe dar, durch deren Wirkung die Funktion der Kanäle spe-
zifisch oder unspezifisch beeinflusst wird.
2.2. Acetylcholinrezeptoren
Wie andere Neurotransmitterrezeptoren werden Acetylcholinrezeptoren aufgrund ihrer
Wirkungsweise und ihrer pharmakologischen Eigenschaften klassifiziert. Man unterschei-
det metabotrope (muskarinische) Acetylcholinrezeptoren und ionotrope (nikotinische)
Acetylcholinrezeptoren, die neben Acetylcholin durch die Alkaloide Muskarin oder Ni-
kotin aktiviert werden (Kandel et al. 2000).
Muskarinische AChRs (mAChRs) sind sog. metabotrope Rezeptoren, wobei sich das Re-
zeptormolekül vom Kanal, den es reguliert, unterscheidet und durch die Vermittlung von
G-Proteinen wirksam wird („indirect gating“).
Nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChRs =ˆ nicotinic acetylcholine receptors) sind
sog. ionotrope Rezeptoren, bei denen sowohl die Rezeptorbindungsstelle als auch der
Kanalkomplex integrale Bestandteile eines Makromoleküls sind („direct gating“). Dieser
Rezeptortyp wird deshalb auch als Rezeptorkanalkomplex oder ligandengesteuerter Ka-
nal bezeichnet.
2.2.1. Nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChRs)
Die nikotinischen ionotropen Acetylcholinrezeptoren sind unspezifische Kationenkanäle,
bei denen die Bindung von Acetylcholin zu einer Öffnung der porenformenden Region
führt und den Fluss von Natrium-, Kalium- und Kalziumionen ermöglicht. Nikotinische
Acetylcholinrezeptoren gehören zu der Familie der ligandengesteuerten Ionenkanäle, zu
der auch bestimmte Glutamat-, γ-Aminobuttersäure- (GABA), Glycin- und Serotonin-
(5-Hydroxytryptamin) Rezeptoren gehören (Changeux and Edelstein 2001; Lindstrom
1997). Obwohl die Rezeptoren große pharmakologische und funktionelle Unterschiede
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aufweisen, teilen sie einige Grundeigenschaften. Sie weisen mehrere funktionelle Zustän-
de als Antwort auf eine Agonistenanbindung auf: Geschlossen in Ruhe, geöffnet und ge-
schlossen desensitisiert (siehe Abschnitt 2.2.2.1).
NAChRs setzen sich aus fünf Untereinheiten zusammen und weisen eine Vielzahl von
Kombinationsmöglichkeiten dieser Untereinheiten auf (siehe Abschnitt 2.2.2). Sie sind
im Nervensystem und an der motorischen Endplatte zu finden, man hat sie aber auch
in nichtmuskulären/nichtneuronalen Zellen (Keratinozyten, Epithelien, Makrophagen)
identifiziert. Im Nervensystem spielen nAChRs eine wichtige Rolle bei unterschiedli-
chen physiologischen Funktionen, u.a. der Herz-Kreislauf-Regulation, der Nozizeption
und der Gedächtnisbildung (Dani 2001; Everitt and Robbins 1997; Picciotto et al. 2000;
Tassonyi et al. 2002). Fehlfunktionen des nAChR-Kanalkomplexes können bei Erkran-
kungen wie Alzheimer, Parkinson, Schizophrenie oder der Suchtentstehung eine Rolle
spielen (Dani and Bertrand 2007).
Anhand ihrer Entwicklung und ihrer pharmakologischen Eigenschaften lassen sich die
nAChRs, wie in Abb. 2.1 dargestellt, unterteilen (siehe auch Abschnitt 2.2.2):
Abbildung 2.1.: Übersicht über die Evolution der Untereinheiten nikotinischer Acetylcholin-
rezeptoren (nAChRs). Eine Vielzahl von nAChR-Subtypen kann sich aus der Kombination
der einzelnen Untereinheiten formen. Die nAChRs können in drei Klassen eingeteilt werden:
Neuronale homomere α-Bungarotoxin-sensitive nAChRs, muskuläre nAChRs und neuronale
heteromere α-Bungarotoxin-insensitive nAChRs (Abbildung verändert nach Dani 2005).
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2.2.2. Neuronale nikotinische Acetylcholinrezeptoren
Neuronale nAChRs werden im ZNS und in peripheren Ganglien exprimiert, sind aber
auch in einigen nichtneuronalen Geweben, wie Epithelzellen und Zellen des Immunsys-
tems zu finden (Steinlein and Bertrand 2008).
Bei den Rezeptoren handelt es sich um integrale Membranproteine und Prototypen der
Cys-Loop-Superfamilie von ligandengesteuerten Ionenkanälen. Sie bilden sich aus fünf
transmembranen Untereinheiten, die um eine zentrale wassergefüllte Pore organisiert
sind (Jones et al. 1999; McGehee and Role 1995). Die neuronale Rezeptorzusammen-
setzung kann dabei, anders als beim muskulären nikotinischen AChR, aus α- und β-
Untereinheiten bestehen. Bis heute sind neun α- (α2 − α10) und drei β- (β2 − β4) Un-
tereinheitengene für den neuronalen nAChR beschrieben (Abb. 2.2).
Abbildung 2.2.: Vereinfachte Darstellung der allgemeinen Topologie einer Untereinheit ni-
kotinischer Acetylcholinrezeptoren (nAChRs). Die vier membrandurchspannenden Regionen
(M1-M4, 15-20 Aminosäuren (AS) lang) sind unterteilt durch extra- und intrazelluläre Schlei-
fen unterschiedlicher Länge. Die extrazelluläre Domäne ist ca. 200-220 AS lang und beinhaltet
die Bindungsstelle für Agonisten, Antagonisten, Ionen und Modulatoren. Die Verbindungs-
sequenz zwischen Segment M3 und M4 (100-150 AS lang) beinhaltet die Phosphorylierungs-
stelle für intrazelluläre Liganden, die nAChRs modulieren und regulieren können. Das C-
terminale Ende jeder Untereinheit stellt das hydrophile extrazelluläre Segment (Abbildung
verändert nach Dani 2005).
Die Untereinheiten können sich zu einer Vielzahl von pentameren Kombinationen zu-
sammenschließen (Plazas et al. 2005; Dani 2005):
1) Homomere α-nAChRs bestehend aus jeweils fünf identischen α7-, α8- oder α9-Unter-
einheiten.
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2) Heterodimere α-nAChRs bestehend aus α7/α8- oder α9/α10-Untereinheiten.
3) Heterodimere αβ-nAChRs aus einer Kombination von α- (α2-α6) und β- (β2-β4) Unter-
einheiten.
4) Komplexe Rezeptoren, zusammengesetzt aus mehr als einem Typ der α- oder β-Unter-
einheiten (z.B. α3β2β4).
Die letzte Gruppe umfasst auch nAChRs, die die Untereinheiten α5 oder β3 aufwei-
sen. Diese Untereinheiten können nur in solchen Dreierkombinationen funktionstüchtige
Kanäle formen und verändern, wenn sie eingebaut werden, die Eigenschaften der Rezep-
toren (Kuryatov et al. 2008; Ramirez-Latorre et al. 1996).
Neben ihren Zusammensetzungen lassen sich neuronale nAChRs auch pharmakologisch
unterscheiden. Das aus dem Gift der Natter Bungarus multicinctus stammende α-Bunga-
rotoxin verhindert irreversibel die Anlagerung eines Agonisten an den Rezeptor und er-
laubt folgende Einteilung (siehe auch Abb. 2.1):
A) Die Rezeptoren, die ACh hochaffin binden, gegen α-Bungarotoxin unempfindlich sind
und aus heteropentameren nAChRs mit α2-α6- und β2-β4-Untereinheiten bestehen.
B) Die Rezeptoren mit weniger hohen Affinitäten für den Agonisten, die durch α-Bun-
garotoxin blockiert werden und aus fünf identischen Untereinheiten (α7 - α9) aufgebaut
sind.
Abbildung 2.3.: Schematische Darstellung eines nikotinischen Acetylcholinrezeptors.
A) Seitenansicht eines heteromeren Rezeptors in der Zellmembran.
B) Aufsicht auf den heteromeren Rezeptor von der extrazellulären Seite.
Die unterschiedlichen Farben stellen alpha- (gelb) und beta- (grau) Untereinheiten dar.
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Die Expression der Untereinheiten und die Zusammensetzung der Rezeptoren bestim-
men die strukturellen Eigenschaften der Ligandenbindungsstelle und die Pharmakologie
des Rezeptors. Bewegungen dieser fünf Untereinheiten relativ zueinander führen zu ei-
ner Konformationsänderung des nikotinischen Rezeptors, was das Öffnen oder Schließen
des Kanals bewirkt (Abb. 2.3).
2.2.2.1. Aktivierungsmechanismus von neuronalen nAChRs
Prinzipiell öffnet sich der Ionenkanal für wenige Millisekunden, sobald an den nAChR
ein Agonist, wie z.B. Acetylcholin oder Nikotin, bindet. Dadurch kommt es zu einer Lei-
tung von Natrium-, Kalium- und Kalziumionen durch die Membran und anschließend
wieder zu einem Schließen des Kanals. Noch während der Anwesenheit des Agonisten
am Rezeptor kann der Kanal bereits wieder schließen, ein Prozess, den man als Desen-
sitisierung bezeichnet. Die Mechanismen, die den Schritten des Öffnens und Schließens
unterliegen, sind noch nicht komplett verstanden. Jedoch haben Studien der letzten Jahre
zu wichtigen Erkenntnissen über die Struktur und Funktion von nAChRs geführt (Albu-
querque et al. 1997; Dani and Mayer 1995; Galzi and Changeux 1995; McGehee and Role
1995; Role and Berg 1996; Wonnacott 1997). Schon 1965 wurde von Wymann, Monod und
Changeux die Möglichkeit der Stabilisierung eines Proteins in einer bestimmten Konfor-
mation beschrieben (Monod et al. 1965). Seitdem gibt es verschiedene Wahrscheinlich-
keitsmodelle, die den Übergang eines Kanals von dem offenen in den geschlossenen bzw.
desensitisierten Zustand beschreiben.
Ein Modell (Abb. 2.4) geht davon aus, dass der Rezeptor im geschlossenen Zustand (R)
zwei gleichermaßen affine Acetylcholinbindungsstellen aufweist. Die Bindung der Ace-
tylcholinmoleküle erfolgt dabei in separaten Schritten und jede Bindung erhöht die Wahr-
scheinlichkeit, dass der Rezeptor in den geöffneten Zustand (R∗) übergeht. So wird da-
von ausgegangen, dass nach Belegung der ersten Bindungsstelle des Rezeptors dieser
positiv kooperativ für die Bindung eines weiteren Acetylcholinmoleküls ist. Neben dem
geschlossenen und offenen Zustand gibt es aber noch verschiedene Zwischenzustände,
deren Übergänge durch unterschiedliche Energiebarrieren gekennzeichnet sind und un-
terschiedliche Zeitkonstanten aufweisen. In ständiger Anwesenheit des Agonisten erhöht
sich die Wahrscheinlichkeit, dass ein Rezeptor in den desensitisierten Zustand A2RD
übergeht und nicht mehr leitet, wobei die Rückreaktion in den offenen Zustand weni-
ge Millisekunden bis mehrere Minuten erfordern kann.
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Abbildung 2.4.: Modell der nAChR-Aktivierung bei gleichwertigen ACh-Bindungsstellen
(Abb. aus Hille 2001). Von links nach rechts sind die Ligandenbindungsstellen des Rezeptors
unbesetzt, einfach besetzt und doppelt besetzt dargestellt. Von oben nach unten zeigt das Dia-
gramm den Kanalrezeptor in einer geschlossenen (R), offenen (R*) und desensitisierten (RD)
Konformation. Einige der Geschwindigkeitskonstanten (Ratenkonstanten) sind in der Grafik
angegeben: k (für die Assoziation/Dissoziation), β (für das Öffnen) und α (für das Schließen).
Die Größe der Pfeile stellt ein qualitatives Maß für die Wahrscheinlichkeit der Übergänge dar.
Die Rezeptoren befinden sich in einem ständigen Wechsel zwischen den oben genann-
ten Zuständen und die Geschwindigkeitskonstanten dieser Zustandsänderungen hängen
stark vom jeweiligen Subtyp des Rezeptors ab.
Sensorische Neurone, wie die Neurone der trigeminalen Ganglien (TriNs), exprimieren
eine ganze Reihe von nikotinischen Rezeptorsubtypen. Neben den vorherrschenden Re-
zeptorkombinationen α4β2 und α3β4 wurden mRNAs für α2-, α5-, α7-, α9- und β3-Un-
tereinheiten beschrieben (Dussor et al. 2003; Flores et al. 1996; Keiger and Walker 2000;
Wada et al. 1989).
2.2.2.2. Kalziumpermeabilität von neuronalen nAChRs
Die Durchlässigkeit von nAChRs für Kalziumionen (Ca2+) spielt eine wichtige physio-
logische Rolle (Dani 2001; MacDermott et al. 1999; Vizi and Lendvai 1999; Wonnacott
et al. 2006). Neuronale nAChRs zeigen eine signifikante und subtypabhängige Permea-
bilität für Kalziumionen (Adams and Nutter 1992; Castro and Albuquerque 1995), deren
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Aktivierung einen Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration zur Folge hat. Der
Einstrom von Kalziumionen in die Zelle und die daraus resultierende Depolarisation der
Zellmembran können zusätzlich spannungsabhängige Kalziumkanäle aktivieren (Dajas-
Bailador et al. 2002; Rathouz and Berg 1994) und zur Kalziumfreisetzung aus intrazel-
lulären Kalziumspeichern führen. Auf diese Weise können anhaltende Kalziumsignale
ausgelöst werden (Beker et al. 2003; Brain et al. 2001; Dajas-Bailador et al. 2002; Shoop
et al. 2001).
Die Komplexität der Rezeptortypen wird am Aufbau des α7-Rezeptors deutlich, bei dem
bereits kleine strukturelle Veränderungen mit Änderungen der Kalziumpermeabilität ein-
hergehen. Das Arrangement der geladenen Seitenketten der inneren Öffnung der Pore
und die polaren Reste am äußeren Rand der Kanäle spielen eine entscheidende Rolle.
Ersetzt man die Glutamatseitenkette der inneren Öffnung des α7-Rezeptors durch eine
neutrale Alaninseitenkette, wird die Kalziumpermeabilität des Kanals stark unterdrückt
(Smit et al. 2001). Die Substitution des α7-Leucins am synaptischen extrazellulären Ende
(Position 254 oder 255) der Pore durch Threonin verändert die Permeabilität der Rezepto-
ren ebenfalls deutlich. Dagegen hat der Austausch von Leucin durch Threonin an einem
anderen polaren Ring der Pore (Position 247 bei α7-Rezeptoren von Küken) keinen Ein-
fluss auf den Fluss der divalenten Kationen. Jedoch verändern sich die Affinität für ACh
und die Desensitisierungskinetiken des Rezeptors (Bertrand et al. 1993a; Revah et al.
1991).
Solche Untersuchungen verdeutlichen die Wichtigkeit der teilweise stark konservierten
Aminosäurestrukturen und die komplexe Beziehung zwischen der Struktur der Pore und
der daraus resultierenden Funktion.
2.3. Modulation von nAChRs
Neuronale Erregbarkeit kann durch eine Vielzahl von Einflüssen auf den Rezeptorkanal-
komplex reguliert werden. Dabei können Neuromodulatoren, Hormone oder Enzyme zu
Änderungen der Leitfähigkeiten, der Öffnungszeiten, der Desensitisierungsraten, der Li-
gandenaffinitäten oder der Ionenselektivität des Rezeptors führen.
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Abbildung 2.5.: Schematische Darstellung der Regulation eines nAChR durch verschiedene
Liganden. Der nAChR ist ein ligandengesteuerter unspezifischer Kationenkanal. Er hat Bin-
dungsstellen für Agonisten, wie Acetylcholin (ACh), allosterische Liganden (AL), nichtkom-
petitive Blocker (NKB), Steroide und Opiate oder Arachidonsäure (Ara), sowie extrazelluläre
Kalziumionen. (Abbildung verändert nach Galzi and Changeux 1995).
A) zeigt den Kanal im geschlossenen und B) im geöffneten Zustand.
Kompetitive Antagonisten, wie z.B. Methyllycaconitin (MLA) aus dem Rittersporn Con-
solida sp., konkurrieren mit den Agonisten um die gleiche Bindungsstelle und inaktivieren
auf diese Weise den Rezeptor.
Direkte Kanalblocker, wie Lokalanästhetika, dringen direkt in den aktivierten nAChR-
Kanal ein (Neher and Steinbach 1978), wo sie mit den Aminosäuren der M2-Region in
Wechselwirkung treten (Giraudat et al. 1987; Hucho 1986). Infolgedessen wird der Re-
zeptor aufgrund einer sterischen Blockade des Rezeptorkanals durch den gebundenen
Liganden inhibiert.
Andere nichtkompetitive Antagonisten, wie z.B. Steroide und die Arachidonsäure, inak-
tivieren den Rezeptor, indem sie im Grenzbereich zwischen Rezeptorprotein und Lipid-
membran anlagern (Quik et al. 1996; Valera et al. 1992).
Eine weitere wichtige Möglichkeit der Modulation von nAChRs bilden allosterische Li-
ganden. Sie binden in einiger Entfernung der Neurotransmitterbindungsstelle und kön-
nen, z.B. durch Konformationsänderungen, die Funktion des Rezeptors modulieren (Chan-
geux and Edelstein 2005). Allosterische Modulatoren, die die nAChR-Funktion potenzie-




Neben der Modulation nikotinischer Rezeptoren durch allosterische Effektoren, wie di-
valente oder trivalente Kationen (Zn2+, Ba2+, Al3+) (Hsiao et al. 2006; Hu et al. 2007;
McLaughlin 2006) oder Hormone (Curtis et al. 2002; Im et al. 1990), wurden zudem
kleine endogene Proteine mit einer Homologie zu α-Neurotoxinen identifiziert, die an
nAChRs binden und ihre Aktivität modulieren (Hogg et al. 2005). Sequenzanalysen
(Fleming et al. 1993), Tertiär- und Genstrukturanalysen (Gumley et al. 1995) brachten
den Nachweis, dass sie eine Beziehung zu den Säugetiergenen der Familie Ly6 aufwei-
sen. Diese Ly6-Gene kodieren primär akzessorische Oberflächenproteine, vorwiegend auf
Zellen des Immunsystems.
2.3.1. Ly6-uPAR-Proteine als Modulatoren von nAChRs
Ly6-uPAR-Proteine sind meist verankerte Zelloberflächenproteine (Mallya et al. 2006).
Dem endogenen allosterischen Modulator Lynx1 wurde als erstes eine Beziehung zu
der Familie der Ly6-uPAR-Proteine nachgewiesen (Miwa et al. 1999). Dieses Glycosyl-
Phosphatidyl-Inositol(GPI)-verankerte Protein Lynx1 verändert die Ionenpermeabilität
und das Desensitisierungverhalten von α4β2-nAChRs (Ibanez-Tallon et al. 2002; Mi-
wa et al. 1999). Die Lynx1-Knockout-Maus zeigt eine verstärkte Bindungsaffinität der
nAChRs für Nikotin und eine erhöhte Offenwahrscheinlichkeit dieser Rezeptoren (Miwa
et al. 2006).
Die Sekretionsproteine Slurp1 und Slurp2 regulieren als weitere Mitglieder der Ly6-uPAR-
Familie in der Epidermis Keratinocytenfunktionen über die Aktivierung von nikotini-
schen AChRs (Arredondo et al. 2005, 2006). Sie verfügen aber im Gegensatz zu Lynx1
über keinen GPI-Anker (Adermann et al. 1999; Tsuji et al. 2003). Mutationen des mensch-
lichen Slurp1-Gens führen zur „Mal de Meleda“, einer autosomal rezessiven Hautkrank-
heit (Chimienti et al. 2003).
Das Protein Lypd6 (Ly6-Plaur-Domäne6) wurde 2007 als ein weiteres Mitglied der uPAR/
Ly6-Proteinfamilie klassifiziert. Homologieanalysen und Auswertungen der Expressions-
profile von 90 hypothetischen Neuropeptiden führten zu der Identifizierung des Proteins.
Die Funktion von Lypd6 wurde in vivo durch die Erzeugung transgener Mauslinien ana-
lysiert (Darvas 2007).
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2.4. Verhaltensphysiologische Funktionsanalyse von Lypd6
in transgenen Tieren
Lypd6 zeigt eine mäßig starke Homologie zu den endogenen Modulatoren nikotinerger
Acetylcholinrezeptoren Lynx1 und Slurp1 (Darvas 2007).
Die Expression von Lypd6 im adulten Nervensystem erstreckt sich auf die Hinterwurzel-
ganglien, die trigeminalen Ganglien, das Rückenmark, den cerebralen Cortex und weni-
ge weitere Kerngebiete (Abb. 2.6). Das Expressionsmuster von Lypd6 erinnert stark an
das von Lynx1 und platziert Lypd6 damit zu großen Teilen im cholinergen Projektions-
system. Eine detailiertere Beschreibung der hier dargestellten Ergebnisse findet sich in
Darvas 2007.
Abbildung 2.6.: Quantifizierung der Expression des Lypd6-Gens in Organen von adulten
Mäusen. Quantitative Analyse der Gesamt-RNA aus Gehirn, Milz, Niere, Skelettmuskula-
tur, Testis, Leber, Ovar, Rückenmark (RM), Hinterwurzelganglien (HWG), Trigeminalganglien
(TrigG) durch Real-Time-PCR mit spezifischen Primern für Lypd6 und TBP (TATA-Binding-
Protein, interne Kontrolle). Die Messwerte wurden auf die Expression von TBP hin standardi-
siert. Es wurden Organe von fünf Tieren verwendet (n = 5). Dargestellt sind die Mittelwerte±
Standardfehler der relativen Expression von Lypd6 nach der 2−∆∆CT-Methode. Alle Expressi-
onsdaten sind auf die ∆CT-Werte der Lypd6-Expression in den HWG normalisiert. Mit einem
Pfeil hervorgehoben ist das Referenzorgan für die 2−∆∆CT-Bestimmung der Expressionsdaten
(Abb. verändert nach Darvas 2007).
Zur Analyse der Funktion von Lypd6 wurde das Gen in Neuronen transgener Mauslini-
en überexprimiert (Abb. 2.7). Hier zeigte sich bei der Verhaltensanalyse eine signifikan-
te Steigerung von neuigkeitsinduzierter Lokomotion im Offenfeld und im Y-Labyrinth.
Auch konnte eine leicht gesteigerte Präpulsinhibition durch die Überexpression von Lypd6
nachgewiesen werden. Des Weiteren führte die Überexpression zu einer verringerten Sen-
sitivität auf viszerale Schmerzreize im Writhing-Test.
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Abbildung 2.7.: Lypd6-Überexpression in transgenen Tieren der Mauslinie FVB/N. Quanti-
tative Analyse der Gesamt-RNA aus Hinterwurzelganglien (HWG) und Trigeminalganglien
(TrigG) von transgenen und Wildtyptieren durch Real-Time-PCR mit spezifischen Primern
für Lypd6 und TBP (TATA-Binding-Protein, interne Kontrolle). Die Messwerte wurden auf
die Expression von TBP hin standardisiert. Es wurden Präparationen von je vier Tieren ver-
wendet (n = 4). Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler der relativen Expression
von Lypd6. Die relative Expression wurde als Vielfaches der Expression in den Wildtyp-
Hinterwurzelganglien berechnet. (Abb. verändert nach Darvas 2007).
Verhaltenspharmakologische Untersuchungen zeigten zudem einen deutlichen Zusam-
menhang zwischen gesteigerter Sensitivität auf die analgetische Wirkung von Nikotin
und der Expression von Lypd6 (Abb.2.8).
Abbildung 2.8.: Nozizeptive Reaktionen im Tail-flick-Test nach akuter Injektion von Nikotin
(0.125, 0.25, 0.35, 0.5, 0.625, 0.75 sowie 1 mg/kg s.c.) bei Wildtyptieren (durchgezogene Linie)
und transgenen Tieren (gestrichelte Linie). Dosiswirkung nach 5 Minuten als logarithmische
Darstellung der Dosen und sigmoide Kurvenanpassung. Dargestellt sind Mittelwerte± Stan-
dardfehler (SEM) der Latenz. MPE % = 100 x (Gemessene Latenz - Kontrolllatenz) / (Cutoff
Zeit - Kontrolllatenz).
*p < 0,05 für den two-way ANOVA-Test. (Abb. verändert nach Darvas 2007).
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2.5. Ziele der Arbeit
Aufbauend auf den Verhaltensuntersuchungen wird in dieser Arbeit untersucht, ob Lypd6
ebenfalls ein Modulator nikotinischer Acetylcholinrezeptoren ist.
Aufgrund der vielfach erhöhten Expression von Lypd6 in trigeminalen Neuronen von
transgenen Tieren wurden diese als Ziel der Untersuchung ausgewählt und Zellkulturen
dieser akut dissoziierten Neurone angelegt.
Vergleichende elektrophysiologische Whole-Cell-Patch-Clamp-, mikrofluorometrische und
pharmakologische Untersuchungen wurden durchgeführt, um nikotininduzierte Ströme





3. Material & Methoden
3.1. Versuchstiere
In dieser Arbeit wurde der Mausstamm FVB/N (inbred) von der Firma Charles River
verwendet.
Die transgenen Mauslinien dieses Stammes wurden im Haus für Experimentelle Therapie
(HET, Universitätsklinikum Bonn) durch die Arbeitsgruppe von Prof. A. Zimmer herge-
stellt. Der Genotyp der Mäuse wurde durch Southern-Blot verifiziert (Darvas 2007).
3.2. Herstellung trigeminaler Neurone
3.2.1. Präparation der trigeminalen Ganglien
Zur Gewinnung trigeminaler Neurone (TriNs) wurden 20 - 40 Tage alte Mäuse (post par-
tum) verwendet. Die Tiere wurden dekapitiert und nach Entfernen der Kopfhaut wurde
die Schädelkapsel dorsal, von rostral nach caudal, entlang der Sutura sagittalis mit ei-
ner feinen Schere durchtrennt. An den Enden des Schnittes wurde die Schädelkapsel mit
jeweils zwei Schnitten orthogonal zur Sutura sagittalis entlang der Sutura lambdoidea
und der Sutura coronalis eingeschnitten, so dass die Schädelkapsel (Os parietalia, ein
Teil des Os frontale und des Os interparietale) großräumig weggeklappt werden konnte.
Daraufhin wurde das Gehirn entfernt um Zugang zu den trigeminalen Ganglien zu er-
möglichen. Unter Verwendung eines Binokulars (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) wurden
die Verbindungen zu den beiden Ganglien mithilfe einer Schere an den maxillaren und
mandibularen Ästen durchtrennt. Auf diese Weise ließen sich die Ganglien vorsichtig
aus dem Bindegewebe lösen und in ein Verdaugefäss von 35 mm Durchmesser (Becton,
Dickinson and Co., New Jersey, USA) mit 2 ml artifizieller Cerebrospinallösung (ACSF,
siehe Tabelle 3.1, Lösung 1) überführen.
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3.2.2. Enzymatischer Verdau der trigeminalen Ganglien
Vor dem enzymatischen Verdau wurden die Ganglien mithilfe der Schere mechanisch
zerkleinert. Zum Verdau wurden Collagenase 1A (0,07 %), Trypsin (0,02 %) und DNAse
(0,001 %) verwendet. Danach wurden die Ganglien in einer 35 mm breiten Schale für ca.
20 min in ein Schüttelbad (Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland)
gestellt, um die Enzymaktivität am Gewebe zu maximieren. Der Verdau erfolgte bei einer
Temperatur von 35 °C und wurde durch die Zugabe von DMEM-F12 (1:1)-Medium (zzgl.
10 % FBS, 1 % Penicillin, 1 % Streptomycin) gestoppt.
3.2.3. Mechanische Dissoziation der Neurone
Nach Überführung der Gewebestücke in ein Falkonröhrchen (15 ml, Greiner Bio-One
GmbH, Solingen, Deutschland) und weiterer Zugabe von 8 ml DMEM-F12 wurden die
Gewebestücke mithilfe von feuerpolierten Glaspipetten (Brand GmbH + Co KG, Wert-
heim, Deutschland) unter einer Sterilbank (Laminar Flow Wekbank, Kojair Tech Oy, Vilp-
pula, Finnland) mechanisch dissoziiert. Durch wiederholtes Aufsaugen der Zellsuspensi-
on in die Glaspipetten wurden die Zellen aus dem Gewebe gelöst. Dieser Vorgang wurde
mit drei feuerpolierten Triturationspipetten (Öffnungsdurchmesser 0,05 - 0,5 mm) wie-
derholt bis sich eine homogene, milchige Zellsuspension eingestellt hat. Die Vereinze-
lung der Ganglienzellen aus dem Gewebe wurde unter einem Mikroskop optisch kon-
trolliert.
3.2.4. Aufreinigung der Zellsuspension
Die Zellsuspension wurde durch einen Filter von 100 µm Porengröße gespült, um Bin-
degewebsreste und Verunreinigungen herauszufiltern. Die filtrierte Suspension wurde
anschließend bei 1000 U/min für 4 min zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Da-
nach wurden erneut 5 ml DMEM-F12 zum Zellpellet hinzugegeben und der Zentrifuga-
tionsvorgang wiederholt. Nach diesen Schritten wurden 320 µl frisches DMEM-F12 auf
das Zellpellet gegeben, um die Suspension schließlich auf bis zu acht mit poly-L-Lysin
beschichtete Coverslips (Durchmesser 6 mm, Marienfeld GmbH, Lauda-Königshofen,
Deutschland) á 40 µl zu pipettieren. Je vier der Coverslips wurden in einer 35 mm breiten
Schale aufbewahrt. Vor dem Ausplatieren wurden die Neurone unter einem Binokular
(Carl Zeiss, Jena, Deutschland) optisch kontrolliert. Die Coverslips wurden anschließend
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in einen Brutschrank (Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold, Deutschland)
mit 35 °C und 5 %iger CO2-Atmosphäre überführt. Nach ca. 30 minütiger Absetzzeit
wurden jeweils zwei Milliliter DMEM-F12 zu den Coverslips hinzugegeben. Die Cover-
slips mit den ausplatierten Ganglienzellen wurden nach ca. 60 Minuten Inkubationszeit
für elektrophysiologische Untersuchungen verwendet. Alle Patch-Clamp-Messungen er-
folgten an Zellen, die nicht länger als 24 Stunden in Kultur gehalten wurden.
Für die Kalzium-Mikrofluorometrie wurden die Zellen zum Teil bis zu 72 Stunden in
Kultur gehalten, wobei alle 24 Stunden das Medium gewechselt wurde.
3.3. Lösungen
Die extrazellulären Lösungen wurden täglich frisch hergestellt. Der pH-Wert der Lösun-
gen wurde mit HCl bzw. den entsprechenden Hydroxidionen auf 7,35 eingestellt (siehe
Tabelle 3.1). Die Osmolalität der Lösungen (zwischen 300 und 320 mmol/kg) wurde mit-
hilfe eines Osmometers (Vapro 5520, Wescor Inc, Logan, Utah, USA) kontrolliert.
Die Intrazellulärlösungen wurden nach Kontrolle des pH-Wertes (7,35) und der Osmola-
lität (305 - 320 mmol/kg) aliquotiert und bei -18 °C eingefroren.
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3.3.1. Extrazellulärlösungen























NaCl 124 145 120 145 145 145




CaCl2 2 2 10 10 10
CholineCl2 120 135













HEPES 10 10 10 10 10 10 10
Glucose 10 20 10 10 15 20 20 20






























































Tabelle 3.2.: Ionenzusammensetzungen der Intrazellulärlösungen zur Ableitung der Ströme
(in mM)





MgCl2 5 1 1
CaCl2 1
NaATP 2 2 2
GTP 0,05 0,05 0,1
BAPTA 10
HEPES 10 20 20 10
pH 7,5 7,5 7,5 7,5














Mithilfe der Spannungsklemme (Voltage-Clamp-Technik), die bereits in den dreißiger
Jahren durch K. S. Cole und H. J. Curtis angewandt wurde, kann das Membranpoten-
tial einer Zelle experimentell auf einen definierten Wert festgelegt werden (Cole and Cur-
tis 1938; Hamill et al. 1981). Um Änderungen des Membranpotentials der untersuchten
Zelle zu verhindern, wird nach Auftreten eines Membranstroms ein Strom in die Zel-
le injiziert, der dem Membranstrom entgegengerichtet ist. Dieser vom Verstärker durch
einen negativen Rückkopplungsmechanismus erzeugte Ausgleichstrom kann gemessen
werden (vergleiche Abb. 3.1) und lässt unmittelbar Rückschlüsse auf die Leitfähigkeit
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der Membran zu. Diese Leitfähigkeit wird von Ionenkanälen und Ionentransportern in
der Membran bestimmt.
3.4.2. Patch-Clamp-Technik
Aufbauend auf der Voltage-Clamp-Technik wurde die Patch-Clamp-Technik entwickelt,
die heute eine Standardmethode der elektrophysiologischen und pharmakologischen For-
schung ist (Hamill et al. 1981; Neher and Sakmann 1976; Neher et al. 1978; Sigworth and
Neher 1980). Sie ist die wohl wichtigste Messmethode zur Untersuchung von Ionenkanä-
len in biologischen Membranen. Mithilfe dieser Technik können sowohl Gesamtzellströ-
me als auch Ströme durch Einzelkanäle gemessen werden (Abb. 3.1).
Abbildung 3.1.: Vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstärkers. Abkürzungserklä-
rung: OPV: Operationsverstärker, R f : Rückkopplungswiderstand, Upipette: Pipettenpotenti-
al, Uaus: Ausgangsspannung proportional zum Strom, Usoll : Kommando- oder Sollspannung
(Abb. verändert nach Numberger und Draguhn 1996).
3.4.3. Patch-Clamp-Konfigurationen
Nach Aufsetzen der Pipette auf die Zellmembran und Anlegen eines leichten Unter-
drucks kommt es zu einem engen Kontakt zwischen Elektrodenglas und Zellmembran,
bei dem der Abdichtwiderstand maximiert wird. Der elektrische Widerstand kann ei-
nige Giga-Ohm (GΩ) erreichen und dieser feste Kontakt wird als Giga-Seal bezeichnet.
In dieser sog. Cell-Attached-Konfiguration kann der Fluss durch einzelne Ionenkanäle,
die in dem isolierten Membranstück liegen, gemessen werden. Durchbricht man das
Membranstück unter der Pipette durch einen kurzzeitigen Unterdruck in der Pipette,
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entsteht ein niederohmiger, offener Zugang zum Zytoplasma der Zelle. Man erhält die
sog. Whole-Cell-Konfiguration (Ganzzellkonfiguration), in der der Stromfluss über die
gesamte Membranfläche einer Zelle gemessen werden kann.
Durch unterschiedliche Manipulationen ist es möglich, weitere Konfigurationen der Patch-
Clamp-Technik anzuwenden (Detaillierte Darstellung in Abb. 3.2).
Abbildung 3.2.: Die Abbildung zeigt die vier wichtigsten Messkonfigurationen der Patch-
Clamp-Technik (Abb. aus Numberger und Draguhn 1996).
Man unterscheidet zwischen a) der Cell-Attached-Konfiguration (Aufsetzen der Pipette auf
die Zellmembran), b) der Whole-Cell-Konfiguration (Durchbrechen des Membranflecks durch
Anlegen eines Unterdrucks), c) der Inside-Out-Konfiguration (Umdrehen der ursprünglich
zytoplasmatischen Seite zur Badlösung) und d) der Outside-Out-Konfiguration (Umdrehen
der ursprünglich extrazellulären Seite zur Badlösung).
In der Whole-Cell-Konfiguration wird das Zytoplasma allmählich gegen die Intrazellu-
lärlösung der Patchpipette ausgetauscht. Dies ermöglicht, die Zelle mit Lösungen defi-
nierter Zusammensetzungen und bestimmten Wirkstoffen zu dialysieren.
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3.5. Messplatz mit Applikationssystem
Abbildung 3.3.: Die Abbildung zeigt den Aufbau des Patch-Clamp-Setups mit folgenden
Komponenten:
1) Mikroskop, 2) Mikromanipulator zur Positionierung der Patchpipette, 3) Mikromanipula-
tor zur Positionierung der Applikationsspitze, 4) Schwerkraft-Applikationssystem, 5) Patch-
Clamp-Verstärker (Axopatch 200A), 6) Pipettenhalter und Vorverstärker, 7) Computersystem
zur Datenerfassung, 8) Kreiselpumpe, 9) Schwingungsgedämpfter Tisch, 10) Faraday-Käfig.
3.5.1. Messplatz
In den vorliegenden Patch-Clamp-Experimenten wurde ein inverses Mikroskop (Axio-
vert 200, Carl Zeiss, Jena, Deutschland, Abb. 3.3 Nr. 1) verwendet, das auf einem schwin-
gungsgedämpften Tisch (Technical Manufacturing Co., MA, USA, Abb. 3.3 Nr. 9) auf-
gestellt wurde. Zudem befanden sich auf dem Tisch die Messkammer, eine Kreiselpum-
pe (Abb. 3.3 Nr. 8), das Applikationssystem (Abb. 3.3 Nr. 4) sowie Pipettenhalter mit
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Vorverstärker (Abb. 3.3 Nr. 6). Zur elektrischen Abschirmung des Messstands wurde
ein Faraday-Käfig (Eigenbau Physiologie II, Universität Bonn, Abb. 3.3 Nr. 10) verwen-
det. Der Faraday-Käfig ermöglicht es, die winzigen Zellsignale vom elektrischen Hinter-
grundrauschen, welches u.a. durch das sog. Netzbrummen (elektromagnetisches Wech-
selfeld des Spannungsnetzes) entsteht, herauszufiltern und somit das Signal-Rausch-Ver-
hältnis zu optimieren.
3.5.2. Manipulatoren und Patchpipetten
Zur Positionierung der Applikationspipette wurde ein mechanischer Mikromanipula-
tor (Eigenbau Physiologie II, Universität Bonn, Abb. 3.3 Nr. 3) verwendet. Zur mikro-
metergenauen Positionierung der Patchpipette kam ein elektrischer Mikromanipulator
(Luigs und Neumann GmbH, Ratingen, Deutschland, Abb. 3.3 Nr. 2) zum Einsatz. Die
Patchpipetten wurden aus Borosilikatglaskapillaren (Kimble Products, Kleinfeld Labor-
technik, Gehrden, Deutschland) mit einem programmierbaren horizontalen Puller (Zeitz-
Instrumente Vertriebs GmbH, Augsburg, Deutschland) gefertigt und poliert. Die dabei
entstandenen Pipetten wurden mit interner Lösung (siehe Tabelle 3.2, Lösungen 1 - 4)
befüllt und hatten einen Widerstand zwischen 1,5 und 3,5 MΩ. Sie wurden in den Pipet-
tenhalter eingesetzt, der wiederum direkt am Vorverstärker befestigt war.
3.5.3. Applikations-Perfusions-System
Die Perfusion der Zellen (Abb. 3.4) mit Extrazellulärlösung wurde durch eine Kreisel-
pumpe (Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH, Wertheim-Mondfeld, Deutschland, Abb.
3.3 Nr. 8) auf eine Flussrate von ca. 4 ml/min durch die Badkammer eingestellt.
Für die Analyse der nikotinischen Komponenten der Zellen kamen zwei Applikations-
systeme zum Einsatz. Zum Einen wurde ein Druckapplikationssystem (DAD-VM-8SP
Superfusion System, ALA Scientific Instruments, NY, USA) eingesetzt, bei dem mittels
Druck (40-50 kPa) die zu applizierende Substanz in geringen Mengen direkt fokal an die
Zelle appliziert werden konnte (Durchmesser Applikationsspitze 100 µm). Über einen
Computer (Toshiba Satellite, Neuss, Deutschland) konnten die Magnetventile des DAD-
Systems zeitlich genau angesteuert werden.
Zum Anderen kam ein Schwerkraft-Applikationssystem mit einem Verteiler (ALA Scien-
tific Instruments, NY, USA) zum Einsatz (siehe Abb. 3.4). Die Steuerung der Applikation
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erfolgte manuell über Dreiwegehähne. Die Zellen wurden bei diesem System mit größe-
ren Volumina der zu applizierenden Substanz (ca. 80 µl/s, Durchmesser Applikations-
spitze 500 µm, ALA Scientific Instruments, NY, USA) umspült.
Abbildung 3.4.: Schematische Darstellung der Badkammer und des Schwerkraft-
Applikationssystems. Als Messkammer diente eine Plexiglaskammer, bei der ein Deckglas als
Boden eingesetzt wurde. Zu- und Ablauf konnten durch Höhenverstellungen reguliert wer-
den. Applikationsspitze und Pipettenspitze konnten über Manipulatoren mikrometergenau
positioniert werden.
3.5.4. Patch-Clamp-Verstärker und Vorverstärker
Der Vorverstärker (Abb. 3.3 Nr. 6) misst das eingehende Stromsignal und liest es als
Spannung aus, welche vom Hauptverstärker (Abb. 3.3 Nr. 5) verstärkt wird. Als Haupt-
verstärker dienten der Axopatch 200A (Axon Instruments, Kalifornien, USA, Abb. 3.3
Nr. 6) sowie der EPC10 (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht, Deutschland).
Über einen angelegten Rechteckimpuls (5 mV, 5 ms) wurde vor und während der Patch-
Clamp-Ableitung der Widerstand der Messanordnung in der Badlösung bestimmt. Nach
Ausgleich des Stroms zwischen Pipetten- und Badelektrode, dem sog. Pipetten-Offset,
wurde die Pipette unter optischer Kontrolle (40fache Vergrößerung) auf die Zellmembran
aufgesetzt und der Giga-Seal etabliert. Danach konnte der Whole-Cell-Modus eingeleitet
werden.
Bei Spannungsänderungen entstehen durch den Umladeprozess der Zellmembran relativ
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große kapazitive Ströme, die durch entsprechende kompensatorische Einstellungen des
Verstärkers ausgeglichen werden konnten. Zudem konnte an den Verstärkern der Serien-
widerstand, die Gesamtsumme der Widerstände der Aufzeichungskomponenten, kom-
pensiert und somit Rückschlüsse auf die Zugangsbedingungen zur untersuchten Zelle
gezogen werden.
3.5.5. Zellstimulation
Stimulationsmuster, wie Spannungsrampen, wurden computergesteuert (Optiplex 745,
Dell GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) über einen DA-Wandler (ITC-16 AD/DA
interface, HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht, Deutschland) an den Axo-
patch-Verstärker geleitet. Bei dem Heka-EPC10-Verstärker erfolgte dies softwaregesteu-
ert (Pulse, HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht, Deutschland) über einen
integrierten DA-Wandler.
Sofern nicht anders erwähnt, wurden die Zellen auf einem Potential von -60 mV gehalten
und nach Überprüfung der Zugangsbedingungen eine sog. Rampe initiiert. Darunter ist
eine kontinuierliche Spannungsänderung von -60 mV auf +100 mV innerhalb von 150 ms
zu verstehen, mit der man Ströme über die Zellmembran aktivieren kann.
Agonisten/Antagonisten-Applikationen wurden von Applikationen mit externer Lösung
(ES, siehe Tabelle 3.1, Lösungen 2 - 5) eingebettet, um Druckartefakte auszuschließen.
Der Agonistenapplikation wurden ohne zeitliche Verzögerung ES-Applikationen von 1 s
Dauer vor- bzw. nachappliziert.
Zwischen zwei Agonistenapplikationen wurde ein zeitlicher Abstand von mind. zwei
Minuten eingehalten, um zu gewährleisten, dass die Rezeptoren vollständig reaktiviert
waren. Die Applikationen erfolgten in randomisierter Reihenfolge.
Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur (19 - 21 °C klimatisiert) durchgeführt.
3.5.6. Datenerfassung
Die experimentellen Daten, die den Verstärker bei den Messungen analog verlassen, wur-
den über einen AD/DA-Wandler (beim Axopatch 200A: ITC-16 AD/DA interface, HEKA
Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht, Deutschland; beim EPC10 im Verstärker in-
tegriert) digitalisiert und auf der Festplatte des Computers (Optiplex 745, Dell GmbH,
Frankfurt am Main, Deutschland, Abb. 3.3 Nr. 7) gespeichert. Zur Erfassung dieser Daten
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wurde das Programm Pulse (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht, Deutsch-
land) auf dem PC (oben genanntes Modell) verwendet. Die Daten wurden mit einer
Samplingrate von 5 kHz (200 µs) aufgezeichnet.
Die Auswertung der Daten, z.B. Amplitudenmessungen, Amplitudenhistogramme und
Kurvenanpassungen, wurde mit PulseFit (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lam-
brecht, Deutschland), Igor (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA) und Excel (Microsoft
Deutschland GmbH, Unterschleißheim, Deutschland) durchgeführt. Die Darstellung der
Ergebnisse in dieser Arbeit erfolgte über die Programme Prism (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, USA), Microsoft Excel und Powerpoint (Microsoft Deutschland GmbH, Unter-
schleißheim, Deutschland).
Wenn nicht anders bezeichnet, sind die Werte als Mittelwerte ± SEM (Standardfehler des
Mittelwerts) angegeben und mit den entsprechenden Fehlerbalken in den Abbildungen
dargestellt. Jedes „n“ entspricht einer neuen Zelle, wobei die Anzahl der verwendeten
Tiere für die einzelnen Untersuchungen jeweils ≥ 4 war.
3.6. Kalzium-Mikrofluorometrie (Imaging)
3.6.1. Fura-2-AM / Fura-2
Für die Messung der intrazellulären Kalziumkonzentration stehen verschiedene Fluores-
zenzfarbstoffe (Fura-2, Fluo-3 u.a.) zur Verfügung. In dieser Arbeit wurde der Fluores-
zenzfarbstoff Fura-2 in seiner veresterten Form Fura-2-AM (Fura-2-Acetoxy-Methylester)
verwendet. Bei diesem Farbstoff handelt es sich um einen polyzyklischen Komplexbild-
ner für zweiwertige Kationen, der an ein Chromophor gekoppelt ist. Fura-2 ist ein Deri-
vat des Kalziumchelators BAPTA (1,2-bis-Aminophenoxytetraessigsäure), dessen Anre-
gungsspektrum sich mit der Kalziumkonzentration verändert (siehe Abb. 3.5).
Hiermit ist es möglich, intrazelluläre Kalziumänderungen direkt und in hoher zeitlicher
Auflösung zu messen. Fura-2 bindet sehr spezifisch an intrazelluläres Kalzium und ist ein
28
weiterentwickelter Fluoreszenzfarbstoff. In seiner Esterform ist Fura-2-AM lipophil und
damit membrangängig. Im Zytosol wird der Farbstoff Fura-2 dann durch unspezifische
Esterasen freigesetzt. Das entstehende Spaltprodukt wird kalziumsensitiv und kann sich
als freie Säure in der Zelle anreichern (Grynkiewicz et al. 1985).
Vorteile dieser Methode sind die minimalen Wechselwirkungen mit den zellulären Vor-
gängen, die gute Zellgängigkeit von Fura-2-AM, die non-invasive Messung der Kalzium-
konzentrationen und die hohe Selektivität des Farbstoffes gegenüber anderen mono- und
bivalenten Ionen.
Die Fluoreszenzintensität ist von der umgebenden Kalziumkonzentration abhängig. Das
Maximum des Exzitationsspektrums liegt für die kalziumgebundene Form (Ca2+-Fura-
Komplex) bei λ1 = 340 nm, für die kalziumfreie Form (Fura ungebunden) bei λ2 = 380 nm.
Die maximale Emission erfolgt in beiden Fällen bei λE = 510 nm. Die Intensität des Fluo-
reszenzlichts wird bestimmt durch die Konzentration des Farbstoffes (c), die Dicke der
Zelle (d) und eine Konstante (K), welche die optischen Eigenschaften der Messappara-
tur zusammenfasst. Letztere ist ebenfalls eine Funktion der Ca2+-Konzentration F[Ca2+]:
F340 = c * d * K * F([Ca2+]). Da aber weder c noch d noch K bekannt sind, ist es nicht
möglich, die Ca2+-Konzentration aus der Intensität des Fluoreszenzlichtes F340 zu be-
rechnen. Hier hilft die Eigenschaft von Fura-2 auf Anstieg der Ca2+-Konzentration mit
einem Anstieg von F340 und mit einem Abfall von F380 zu reagieren. Führt man zwei
Fluoreszenzmessungen kurz hintereinander durch, und zwar zuerst mit einem Anre-
gungslicht von 340 nm und danach bei 380 nm, kann man annehmen, dass sich weder
c noch d oder K zwischen den beiden Messungen ändern. Bei der Bildung des Quoti-
enten ( F340=c∗d∗K∗F([Ca
2+])
F380=c∗d∗K∗F([Ca2+]) ) der beiden gemessenen Fluoreszenzintensitäten F340 und F380
werden die drei unbekannten Größen eliminiert. Durch diese Methode erhält man ei-
ne experimentell bestimmbare Messgröße (den Quotienten F340F380 ), die nur von der Ca
2+-
Konzentration abhängt. Da sich beide Werte in einem ständigen Gleichgewicht befinden,
kann über das Verhältnis (Ratio, R) der beiden Emissionen die Kalziumkonzentration der
Zelle berechnet werden. Der Quotient R = F1F2 verhält sich proportional zur Konzentration
freier Kalziumionen. Als eigentliche Messgrößen dienen die Fluoreszenzintensitäten F1
und F2, die bei gegebenen Anregungswellenlängen λ1 und λ2 emittiert werden (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5.: Anregungsspektrum von Fura-2 für verschiedene Ca2+-Konzentrationen.
Dargestellt sind die Fluoreszenz-/Absorptionsintensitäten, gemessen bei 510 nm für Anre-
gungswellenlängen jeweils im Bereich zwischen 250 nm und 450 nm (Abb. verändert nach
Probes 2008).
3.6.2. Vorbereitung der Zellen für die Imagingmessungen
Für die hier dargestellten Messungen der intrazellulären Kalziumkonzentration [Ca2+]i
wurden die Zellen 45 - 60 Minuten mit Fura-2-AM (5 µM, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland) in DMEM-F12 im Brutschrank in Dunkelheit inkubiert. An-
schließend wurden die Coverslips in die Badkammer überführt und ständig mit Extra-
zellulärlösung umspült. So wurden zugleich extrazelluläre Furareste beseitigt und die
weitere Furaaufnahme gestoppt.
Anschließend wurde das Experiment gestartet und die Fluoreszenzsignale kontinuier-
lich mit dem Computer (Optiplex GX 270, Dell GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland)
aufgezeichnet.
3.6.3. Anregungssystem
Als Anregungseinheit für den kalziumsensitiven Farbstoff Fura-2 wurde ein Monochro-
matorsystem (T.I.L.L.-Photonics GmbH, Gräfelfing, Deutschland) verwendet. Dieses po-
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lychromatische Beleuchtungssystem generiert über eine 75 W Xenon Bogenlampe (XBO/
OFR Osram) einzelne Lichtwellen durch Beugung an einem Gitter. Die einzelnen Ma-
xima werden dabei über einen Spiegel in einen Lichtleiter eingekoppelt. Dieses Mono-
chromatorsystem ermöglicht eine intensive Anregung und einen schnellen Wechsel der
Wellenlängen λ1 und λ2. Das Anregungslicht wurde mit einem dichroitischen Spiegel
(Grenzwellenlänge 500 nm) auf das Objekt gelenkt. Die reflektierten Fluoreszenzsigna-
le F1 und F2 wurden mit einem Bandpass (500 - 550 nm) gefiltert und mit einem ent-
sprechend empfindlichen Detektionssystem aufgenommen (Abb. 3.6). Die Detektion er-
folgte mit einer peltierelement-gekühlten CCD-Kamera (Imago CCD, T.I.L.L.-Photonics,
Planegg, Deutschland). Die Aufnahmen der CCD-Kamera wurden direkt in den Rech-
ner (Optiplex GX 270, Dell GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) eingespeist, und
mit dem Programm Vision (T.I.L.L. Photonics GmbH, Gräfelfing, Deutschland) konnten
Regionen von Interesse markiert, aufgezeichnet und visualisiert werden.
Abbildung 3.6.: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Kalzium-
Mikrofluorometrie. Ausgehend von einem Monochromator ist der Strahlengang als
gestrichelte Linie dargestellt. Die Anregungswellenlänge wird über einen dichroitischen
Spiegel auf die Probe und das emittierende Licht wiederum über Spiegel zur Aufnahme an
die CCD-Kamera geleitet.
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3.6.4. Auswertung der Imagingdaten
Bei den Messungen umfasste der untersuchte Bereich die intrazelluläre Kalziumkonzen-
tration im Soma der Zelle. Mittels eines Fluoreszenzmikroskops (Axiovert 135, Carl Zeiss,
Jena, Deutschland) wurden repräsentative Zellen (mittelgroß, gleichmäßige Beladung)
ausgewählt. Es wurde alle zwei Sekunden mit den Exzitationswellenlängen λ1 und λ2
ein Standbild aufgezeichnet. Die intrazelluläre Kalziumkonzentration der trigeminalen
Neurone konnte mithilfe einer Falschfarbendarstellung visualisiert und somit die Ände-
rungen dieser Kalziumkonzentrationen am Monitor sichtbar gemacht werden (siehe Abb.
4.11). Für die auf einem dieser Standbilder definierten Area Of Interests (AOI) wurde die
Fluoreszenzintensität für jedes Standbild der Sequenz ermittelt. Der Quotient R = F1F2 für
jede AOI wurde berechnet und gegen die Versuchszeit aufgetragen. So konnten mehrere
geladene Zellen in einem Experiment gleichzeitig aufgezeichnet und anschließend ein-
zeln ausgewertet werden.
Die Änderungen der intrazellulären Kalziumkonzentrationen wurden als Fluoreszenz-
quotient (∆FF0 ) dargestellt, das Verhältnis der Fluoreszenzänderung zur Basalfluoreszenz.
Substanzapplikationen während der Mikrofluorometrie erfolgten in randomisierter Rei-
henfolge und in Mindestabständen von zwei Minuten. Änderungen der intrazellulären
Kalziumkonzentrationen als Reaktion auf Applikationen konnten anhand des zeitlichen
Verlaufs leicht identifiziert werden. Um Druckreaktionen auszuschließen, wurden Appli-
kationen mit Extrazellulärlösung (siehe Tabelle 3.1, Lösung 6) ohne Nikotin durchgeführt.
Zudem wurde vor Ende des jeweiligen Imagingexperiments eine Kaliumchloridlösung
(KCl, siehe Tabelle 3.1, Lösungen 7 - 8) appliziert. Dadurch wurden die Zellen stark de-
polarisiert und ein großer Kalziumeinstrom in die Zelle induziert, der eine Abschätzung
des maximalen Kalziumsignals ermöglichte (Abb. 4.12).
Um den Anteil intrazellulärer Kalziumspeicher am nikotininduzierten intrazellulären
Kalziumsignal zu ermitteln, wurde das Alkaloid Ryanodin der Pflanze Ryania speciosa
eingesetzt. Ryanodin blockiert selektiv die kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung durch
Ryanodinrezeptoren intrazellulärer Kalziumspeicher. In den Experimenten wurden die
Zellen mit Ryanodin (30 µM) vorinkubiert, und anschließend wurde der Blocker mit Ni-
kotin oder MMR koappliziert.
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3.7. Transfektion von isolierten trigeminalen
Ganglienzellen mit siRNA
Für „Loss-Of-Function“-Studien des Lypd6-Proteins wurden akut isolierte trigeminale
Neurone mit siRNA (small interfering RNA) gegen das Lypd6-Protein behandelt. Dazu
erfolgte die Transfektion der Zellen mit siRNA (Stealth 770, 5’GCC ACA UUU GCU ACC
ACA UCA CCU A3’; 5’UAG GUG AUG UGG UAG CAA AUG UGG C3’) durch das
Transfektionsreagenz HiPerfect (Invitrogen, Mannheim, Deutschland). Die Zellen wur-
den nach der Ausplatierung auf Coverslips mit Lypd6-siRNA (50 nM) inkubiert. Nach
24 Stunden wurden die Kalziumsignale nach Applikation von Nikotin mithilfe der Kal-
zium-Mikrofluorometrie untersucht. Zur Kontrolle der siRNA-vermittelten Reduktion
des Lypd6-Proteins wurden zudem Messungen mit „Off-Target“-siRNA gegen Firefly-
Luziferase bzw. ausschließlich mit Transfektionsmedium durchgeführt.
Zur Bestimmung der nikotininduzierten Kalziumänderungen wurde in der Regel als ex-
terne Lösung MMR mit 10 mM Kalzium und 100 µM CdCl2 verwendet (siehe Tabelle
3.1, Lösung 6). Durch die Zugabe von CdCl2 konnten die spannungsaktivierten Kalzium-
kanäle der Neurone blockiert werden. Auch hier wurden Kontrollversuche mit 20 mM
oder 30 mM KCl-haltigen Lösungen (siehe Tabelle 3.1, Lösungen 7 - 8) durchgeführt, um
die Blockade spannungsgesteuerter Kalziumkanäle zu überprüfen.
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4. Ergebnisse
4.1. Agonisteninduzierte Ströme durch nAChRs
In den hier durchgeführten Untersuchungen wurde der Gesamtzell- oder makroskopi-
sche Strom (I) im Whole-Cell-Modus der Patch-Clamp-Technik durch nikotinische Ace-
tylcholinrezeptorkanäle (nAChRs) in trigeminalen Neuronen (TriNs) von Wildtyp- und
transgenen Mäusen gemessen. Der Strom durch einen einzelnen Rezeptorkanalkomplex
wird bestimmt durch die Wahrscheinlichkeit, dass der Kanal geöffnet ist (P0), sowie den
Ionenfluss durch diesen Kanal (i). Der makroskopische Gesamtzellstrom fließt durch eine
Vielzahl von einzelnen aktivierten Kanälen und lässt sich folgendermaßen ausdrücken:
I = N * P0 * i (N = Anzahl der aktivierten Kanäle).
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Abbildung 4.1.: Vereinfachte schematische Darstellung des Gesamtzellstroms durch nAChRs
nach Aktivierung durch einen Agonisten.
Der Verlauf des Gesamtzellstroms lässt verschiedene Phasen erkennen (Abb. 4.1). Nach
der Bindung des Agonisten an die nAChRs öffnen die Kanäle (Aktivierung) und es wird
eine maximale Amplitude des Ionenstroms (Peakamplitude) erreicht. Der resultieren-
de Strom durch den Kanal wird in der Nähe des Ruhemembranpotentials (ca. -60 mV)
hauptsächlich von den Natriumionen getragen. Obwohl der Agonist noch am Rezeptor
gebunden ist, können einzelne Kanäle bereits wieder schließen, ein Vorgang, den man als
Desensitisierung bezeichnet. Durch das Schließen der Kanäle kommt es zu einem wei-
terem Stromabfall bis nach Auswaschen des Agonisten wieder das Ausgangspotential
erreicht ist.
4.2. Ströme durch nAChRs in Wildtyp- und transgenen
Mäusen
Für unsere Experimente wurden isolierte trigeminale Neurone mit einem Soma-Durch-
messer größer als 20 µm ausgewählt. Diese Auswahl erfolgte, um Neurone zu selektieren,
von denen anzunehmen ist, dass sie nAChRs exprimieren (Genzen et al. 2001; Liu et al.
1993). Im Mittel hatten die trigeminalen Neurone einen Durchmesser von 30,5 ± 6,4 µm
(n = 67).
Die nAChRs wurden aktiviert, indem mit einem DAD-Druckapplikationssystem bzw. ei-
nem Schwerkraftapplikationssystem Nikotin in unterschiedlichen Konzentrationen (50 µM
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- 5 mM) auf einzelne Zellen appliziert wurde (siehe Material & Methoden). Unter die-
sen experimentellen Bedingungen konnten nikotininduzierte Ströme ab Nikotinkonzen-
trationen von etwa 100 µM ausgelöst werden. Um gut messbare und reproduzierbare
Stromantworten in den Experimenten zu erhalten, wurden in den meisten Experimenten
Nikotinkonzentrationen zwischen 1 mM und 3 mM verwendet.
Die in unseren Experimenten benötigten Nikotinkonzentrationen waren im Vergleich zu
den aus der Literatur bekannten Werten für Ratten relativ hoch (Fucile et al. 2005). Wir
führten deshalb Kontrollexperimente mit trigeminalen Neuronen von Wistarratten und
C57/B6-Mäusen unter gleichen Bedingungen durch und konnten die in der Literatur be-
schriebenen Werte bestätigen. Daher waren die zur Rezeptoraktivierung erhöhten Ni-
kotinkonzentrationen höchstwahrscheinlich auf die Rezeptoreigenschaften der FVB/N-
Mauslinie zurückzuführen.
Abbildung 4.2 zeigt beispielhaft die Gesamtzellströme durch nAChRs eines trigeminalen
Neurons (Lypd6-Maus), die nach Applikation von Nikotin in unterschiedlichen Konzen-
trationen ausgelöst wurden.
Abbildung 4.2.: Gesamtzellströme durch nAChRs eines trigeminalen Neurons (Lypd6-Maus)
nach Applikation von Nikotin in unterschiedlichen Konzentrationen (wie angegeben). Die
schwarze Linie oberhalb der Ableitungen kennzeichnet die Dauer der Applikation. Das Hal-
tepotential betrug in diesen und den folgenden Experimenten -60 mV.
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Die Stromamplituden nach Applikation von Nikotin verhielten sich konzentrationsab-
hängig. Eine Erhöhung der Nikotinkonzentration (100 µM - 5 mM) führte zu einem An-
stieg der Peakamplituden (Abb. 4.2). Dabei unterschieden sich die mittleren Peakampli-
tuden der Gesamtzellströme trigeminaler Neurone zwischen Wildtyp- und transgenen
Tieren nicht signifikant (Abb. 4.3).
Abbildung 4.3.: Vergleich der Gesamtzellströme durch nAChRs trigeminaler Neurone von
Wildtyp- und transgenen Tieren.
A) Originalableitungen zweier Stromantworten durch nAChRs (rot =ˆ Wildtyp; schwarz =ˆ
Transgen) nach Applikation von 1 mM Nikotin. Die schwarze Linie oberhalb der Ableitungen
repräsentiert die Applikationsdauer.
B) Balkendiagramm der gemittelten Peakamplituden von Neuronen aus Wildtyp- und trans-
genen Tieren nach Applikation von 1 mM Nikotin. Die Mittelwerte der Peakamplituden der
Gesamtzellströme durch nAChRs zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp-
und transgenen Tieren (p = 0,6603; n(Wildtyp) = 5; n(Transgen) = 13).
Höhere Nikotinkonzentrationen führten zu einer schnelleren Aktivierung der Ströme, de-
ren Zeitverlauf mit einer monoexponentiellen Funktion angenähert werden konnte. Da-
bei wurde der Stromverlauf bezogen auf die Peakamplitude zwischen 10 und 90 % aus-
gewählt und die zugehörige Zeitkonstante τAkt dieser Aktivierungsphase bestimmt. τAkt
der Gesamtzellstromantworten nahm jeweils bei beiden Maustypen mit steigender Niko-
tinkonzentration ab, wies aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mausty-
pen auf (Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4.: Zeitverlauf der Aktivierung von nikotininduzierten Stromantworten durch
nAChRs trigeminaler Neurone von Wildtyp- und transgenen Tieren.
A) Zeitkonstanten der Aktivierungsphase (τAkt) nach Applikation von Nikotin in unterschied-
lichen Konzentrationen (1, 2 und 5 mM). Die Zeitkonstanten zeigen keinen signifikanten Un-
terschied zwischen beiden Maustypen (n = 5 - 8).
B) Balkendiagramm der Mittelwerte der Zeitkonstanten der Aktivierungsphase nach Appli-
kation von 1 mM Nikotin (p = 0,4291, n(Wildtyp) = 11, n(Transgen) = 16).
Auch der Zeitverlauf der Desensitisierungsphase der Gesamtzellströme konnte mithilfe
von Zeitkonstanten bestimmt werden. Hier zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unter-
schied zwischen Wildtyp- und transgenen Tieren.
4.3. Konzentrationswirkungskurven der Gesamtzellströme
durch nAChRs für den Agonisten Nikotin
Es wurden sog. Konzentrations- oder Dosiswirkungskurven für einzelne Neurone von
Wildtyp- und transgenen Tieren erstellt. Die Peakamplituden der nikotininduzierten Ge-
samtzellströme wurden entsprechend der maximalen Peakamplituden normalisiert (0 -
100 %) und diese normalisierten Werte gegen den Logarithmus der Konzentrationen auf-
getragen (Abb. 4.5).
Die gewonnenen Messpunkte konnten durch einen sigmoidalen Fit angenähert werden.
Die resultierenden Dosiswirkungskurven waren für beide Maustypen nahezu identisch.
Der Wert für die EC50 (die Konzentration, die 50 % des maximalen Effekts hervorruft)
lag für Neurone der Wildtyptiere bei 0,001396 M und für Neurone der transgenen Tiere
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bei 0,001456 M. Die Hillkoeffizienten für beide Kurven waren ebenfalls vergleichbar. Der
Hillkoeffizient ergibt sich aus der Steigung und Form der Kurve und stellt ein Maß dar,
um den Grad der Kooperativität der Liganden-Rezeptor-Interaktion auszudrücken.
Abbildung 4.5.: Konzentrationswirkungskurven der Gesamtzellströme durch nAChRs trige-
minaler Neurone von Wildtyp- (rote Kurve) und transgenen Mäusen (schwarze Kurve) für
Nikotin. Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte der normalisierten Peakamplituden ± SEM
dar (n = 3 - 21).
Wildtyp: LogEC50 = -2,855; Hillkoeffizient = 2,807; EC50 = 0,001396 M
Transgen: LogEC50 = -2,837; Hillkoeffizient = 2,193; EC50 = 0,001456 M
4.4. Pharmakologie nikotininduzierter Ströme durch
nAChRs
Um zu zeigen, dass die nikotininduzierten Ströme tatsächlich durch nAChR-Kanäle flie-
ßen, wurde der Antagonist neuronaler nAChRs Mecamylamin (MEC) mit Nikotin ko-
appliziert. MEC wirkt als nichtkompetitiver Antagonist auf neuronale nAChRs mit IC50-
Werten (die Konzentration eines Inhibitors, bei der eine halbmaximale Inhibition beo-
bachtet wird) im mikromolaren Bereich und blockiert unspezifisch diese Rezeptoren, oh-
ne zwischen Rezeptorsubtypen zu unterscheiden.
Wie in Abb. 4.6 dargestellt, konnten die durch Nikotin induzierten Gesamtzellströme
durch Koapplikation von MEC (10 µM oder 20 µM) fast vollständig blockiert werden
(MEC 20 µM: 80 % ± 16 %, n = 14, p = 0,0017). Diese Blockade war reversibel.
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Abbildung 4.6.: Pharmakologie nikotininduzierter Gesamtzellströme durch nAChRs trigemi-
naler Neurone von Wildtyp- und transgenen Tieren.
A) Originalableitungen nikotininduzierter Gesamtzellströme eines trigeminalen Neurons
(transgene Maus) nach Applikation verschiedener nAChR-Antagonisten. Die Antagonisten
wurden jeweils mit Nikotin koappliziert: schwarz =ˆ Kontrolle mit Nikotin (3 mM); blau =ˆ
Mecamylamin (MEC, 20 µM); grau =ˆ Recovery nach Auswaschen von MEC; grün =ˆ alpha-
Bungarotoxin (α-Btx, 100 nM); rot =ˆ Methyllycaconitin (MLA, 20 nM). Die schwarze Linie
oberhalb der Ableitungen kennzeichnet die Dauer der Applikation.
B) Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte normalisierter Peakamplituden von Neuronen
aus Wildtyp- und transgenen Tieren nach Applikation von Nikotin (schwarz, 3 mM, n = 20),
sowie nach Koapplikationen von Mecamylamin (blau, MEC, 20 µM, n = 14), Methyllycaconi-
tin (rot, MLA, 20 nM, n = 8) und α-Bungarotoxin (grün, α-Btx, 100 nM, n = 9). **p < 0,01 für
den unpaired t-Test.
In weiteren Untersuchungen wurden spezifische Antagonisten gegen nAChRs mit einer
Zusammensetzung aus identischen α-Untereinheiten appliziert. Hierzu wurden alpha-
Bungarotoxin (α-Btx) und Methyllycaconitin (MLA) verwendet. Das Neurotoxin α-Btx
aus dem Gift der Natter Bungarus multicinctus wirkt als kompetitiver Antagonist irrever-
sibel an nAChRs des Muskels sowie an homooligomeren neuronalen nAChRs mit den
Untereinheiten α7, α8 oder α9. Heteromere neuronale nAChRs werden nicht oder nur in
sehr hoher Konzentration durch α-Btx blockiert (Colquhoun and Patrick 1997; Schoepfer
et al. 1990).
Die Applikation von α-Bungarotoxin hatte in unseren Experimenten keinen signifikanten
Effekt auf die nikotininduzierten Stromantworten in beiden Maustypen (Abb. 4.6). Auch
das Alkaloid Methyllycaconitin (MLA) aus dem Rittersporn Consolida sp., das ebenfalls
als potenter kompetitiver Antagonist von homomeren α7-nAChRs wirkt (Alkondon et al.
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1992), zeigte keinen Effekt auf die nikotininduzierten Ströme (Abb. 4.6).
Homomere nAChRs, die aus fünf identischen α-Untereinheiten aufgebaut sind, waren
somit nicht an den nikotininduzierten Strömen in diesen trigeminalen Neuronen betei-
ligt.
4.5. Isolierte Kationenströme durch nAChRs
Als nächstes wurden die einzelnen Kationenstromkomponenten des nikotininduzierten
Gesamtzellstroms isoliert. Zu diesem Zweck wurden entsprechende Ionensubstitutionen
in den extra- und intrazellulären Lösungen durchgeführt (siehe Tabelle 3.1, Lösungen 3 -
5; Tabelle 3.2, Lösungen 2 - 4), so dass bei den Messungen nur noch ein Ionentyp (entwe-
der Natrium-, Kalium- oder Kalziumionen) durch den nikotinischen Kanal permeieren
konnte.
In Abb. 4.7 sind die Mittelwerte normalisierter Peakamplituden der Natrium- und Kali-
umstromkomponenten in Wildtyp- und transgenen Mäusen als Balkendiagramm dar-
gestellt. Die Peakamplituden der isolierten Natrium- bzw. Kaliumstromkomponenten
zeigten, wie schon die Peakamplituden der Gesamtzellströme, keine signifikanten Unter-
schiede (Abb. 4.7). Auch die Kinetiken der isolierten Stromkomponenten unterschieden
sich zwischen den beiden Maustypen nicht signifikant.
Abbildung 4.7.: Balkendiagramm der Mittelwerte normalisierter Peakamplituden der
Natrium- und Kaliumstromkomponenten durch nAChRs trigeminaler Neurone von Wildtyp-
und transgenen Mäusen nach Applikation von 2 mM Nikotin (n = 4 - 7; pNatrium = 0,4387;
pKalium = 0,6931).
42
Im Gegensatz dazu waren die Peakamplituden der Kalziumstromkomponenten in Neu-
ronen von transgenen Tieren im Vergleich zu denen von Wildtyptieren signifikant größer
(Abb. 4.8). Signifikante Unterschiede in den Stromkinetiken der Kalziumkomponente wa-
ren auch hier nicht zu ermitteln.
Abbildung 4.8.: Vergleich der Kalziumstromkomponenten durch nAChRs trigeminaler Neu-
rone von Wildtyp- und transgenen Tieren nach Applikation von Nikotin.
A) Originalableitungen der Kalziumstromantworten (rot =ˆ Wildtyp; schwarz =ˆ transgen)
nach Applikation von Nikotin (links 1 mM, rechts 2 mM).
B) Balkendiagramm der mittleren Peakamplituden von nikotininduzierten Kalziumstrom-
komponenten in Wildtyp- und transgenen Tieren (Nikotin 1 mM: p = 0,0200, n(Wildtyp) = 11
und n(Transgen) = 8; Nikotin 2mM: p = 0,0488, n(Wildtyp) = 9 und n(Transgen) = 5). *p < 0,05 für den
t-Test zwischen Wildtyp- und transgenen Tieren.
Dass der signifikante Unterschied in der Amplitude der Kalziumstromkomponente nicht
in den Messungen der Gesamtzellströme sichtbar wurde, könnte auf einen geringen An-
teil der Kalziumstromkomponente am Gesamtzellstrom hindeuten (Fucile et al. 2000, 2003;
Fucile 2004; Fucile et al. 2005; Lax et al. 2002).
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4.6. Konzentrationswirkungskurven der Kalziumströme
durch nAChRs für den Agonisten Nikotin
Für die Kalziumstromkomponente des Gesamtzellstroms wurden ebenfalls Konzentrati-
onswirkungskurven erstellt (wie in Abschnitt 4.3).
Die Dosiswirkungskurven der Kalziumstromkomponenten für Wildtyp- und transgene
Tiere unterschieden sich bis auf die Konzentration für 2 mM Nikotin nicht signifikant
(Abb. 4.9).
Abbildung 4.9.: Konzentrationswirkungskurven der Kalziumstromkomponente trigemina-
ler Neurone von Wildtyp- (rote Kurve) und transgenen Tieren (schwarze Kurve) für Niko-
tin. Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte der normalisierten Peakamplituden ± SEM dar
(n = 3 - 10; pNikotin(2mM) = 0,0453 für den t-Test zwischen Wildtyp- und transgenen Tieren).
Wildtyp: LogEC50 = -2,735; Hillkoeffizient = 2,872; EC50 = 0,001839 M
Transgen: LogEC50 = -2,886; Hillkoeffizient = 4,394; EC50 = 0,001299 M
Bei vergleichbaren EC50-Werten (Wildtyp: 0,001839 M; Transgen: 0,001299 M) war für
transgene Tiere der Hillkoeffizient der Konzentrationswirkungskurve stark erhöht (Wild-
typ: 2,872 M; Transgen: 4,394 M). Dieser Anstieg lässt eine verstärkte Kooperativität der
Bindung für Nikotin durch die Wirkung von Lypd6 vermuten. Dies würde bedeuten,
dass die Bindung eines Nikotinmoleküls an die erste Bindungsstelle zu einer erleichter-
ten Bindung des zweiten Nikotinmoleküls führt.
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4.7. Pharmakologie der Kalziumströme durch nAChRs
Zur Kontrolle wurden die Antagonisten nikotinischer AChRs ebenfalls auf die Kalzi-
umstromkomponente des Gesamtzellstroms angewendet. Die Wirkung der Antagonis-
ten hierauf war vergleichbar mit deren Wirkung auf die Gesamtzellströme (siehe Ab-
schnitt 4.4).
Auch in diesen Experimenten hatten weder α-Btx noch MLA eine blockierende Wirkung
auf die nikotininduzierten Kalziumstromkomponenten in beiden Maustypen (Abb. 4.10).
Abbildung 4.10.: Pharmakologie nikotininduzierter Kalziumstromkomponenten durch
nAChRs trigeminaler Neurone von Wildtyp- und transgenen Tieren. Das Balkendiagramm
zeigt die Mittelwerte normalisierter Peakamplituden der Kalziumstromkomponenten in
TriNs von Wildtyp- und transgenen Tieren nach Applikation von Nikotin (schwarz; 3 mM; n
= 19) sowie nach der Koapplikation von Antagonisten verschiedener nAChR-Subtypen: blau
=ˆ Mecamylamin (MEC; 20 µM; n = 6); rot =ˆ Methyllycaconitin (MLA; 20 nM; n = 16); grün =ˆ
α-Bungarotoxin (α-Btx; 100 nM; n = 18). *p < 0,05 für den unpaired t-Test.
Die unspezifische Blockade nikotininduzierter Ströme durch Mecamylamin führte bei
den isolierten Kalziumstromkomponenten zu einer reversiblen, fast vollständigen Blocka-
de, wie sie auch bei den Gesamtzellströmen zu beobachten war (Abb. 4.10).
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4.8. Mikrofluorometrische Messungen der intrazellulären
Kalziumkonzentrationen
Ergänzend zu den Gesamtzellstrommessungen wurde die Wirkung von Lypd6 in mi-
krofluorometrischen Messungen der intrazellulären Kalziumkonzentrationen untersucht.
In diesen sog. Imagingexperimenten wurden die TriNs mit dem veresterten Fluoreszenz-
chelator Fura-2 (Fura-2-AM) geladen und die Änderungen der intrazellulären Kalzium-
konzentrationen nach Applikation von Nikotin (1 mM und 3 mM) aufgezeichnet (siehe
Material & Methoden).
Abbildung 4.11 zeigt die Änderungen der intrazellulären Kalziumkonzentrationen in
Wildtypmäusen zum Zeitpunkt nach der Applikation von Nikotin bzw. KCl.
Abbildung 4.11.: Änderungen der intrazellulären Kalziumkonzentrationen in trigeminalen
Neuronen von Wildtypmäusen nach Applikation von Nikotin und KCl. Erkennbar sind die
mit Fura-2 beladenen Zellsomata einzelner Neurone:
(A) Kontrolle,
(B) nach Applikation von 1 mM Nikotin,
(C) nach Applikation von 3 mM Nikotin,
(D) nach Applikation von MMR mit 30 mM KCl (siehe Tabelle 3.1, Lösung 8).
Die unterschiedlichen Farben (blau bis rot, siehe rechte Skala) spiegeln die freie Kalziumkon-
zentration in den einzelnen Neuronen wieder.
Im Mittel zeigten ca. 30 % der mit Fura-2 beladenen Zellen in den Imagingexperimen-
ten deutliche Änderungen der Kalziumkonzentrationen (∆F ≥ 5 % der Basalfluoreszenz)
nach Applikation von Nikotin und wurden für die Analyse verwendet.
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Abbildung 4.12 zeigt beispielhaft den Zeitverlauf der intrazellulären Kalziumänderungen
vor, während und nach der Substanzapplikation in trigeminalen Neuronen.
Abbildung 4.12.: Zeitverlauf der intrazellulären Kalziumkonzentrationen vor, während und
nach Applikation verschiedener Substanzen in trigeminalen Neuronen eines Wildtyptiers. Je-
de Linie spiegelt den Zeitverlauf der intrazellulären Kalziumkonzentration eines einzelnen
fluoreszierenden Neurons wider, wobei die Pfeile Beginn und Ende der Applikationen von
MMR (Kontrolle), Nikotin (1 mM und 3 mM) und KCl (30 mM) anzeigen.
Zur Analyse wurde der Fluoreszenzquotient (∆FF0 ), also die Fluoreszenzänderung (∆F) ei-
nes Neurons in Relation zu seiner Basalfluoreszenz (F0), berechnet. Die Fluoreszenzän-
derung (∆F) ergibt sich aus der maximalen Fluoreszenz nach Applikation von Nikotin
(bzw. KCl) abzüglich der Basalfluoreszenz (siehe Abschnitt 3.6.4).
In den Versuchen wurde deutlich, dass die von Nikotin hervorgerufenen intrazellulären
Kalziumkonzentrationsanstiege in Neuronen von transgenen Tieren signifikant größer
waren als die in Neuronen von Wildtyptieren (p < 0,0001, Abb. 4.13).
Die Basalfluoreszenzen in den trigeminalen Neuronen der Wildtyp- und transgenen Mäu-
se wiesen jedoch keine Unterschiede auf. Daher kann man davon ausgehen, dass die tri-
geminalen Neurone von Wildtyp- und transgenen Mäusen die gleichen Ausgangslevel
der intrazellulären Kalziumkonzentrationen aufwiesen. Auch nach Kontrollapplikatio-
nen von MMR mit 30 mM Kalium (siehe Tabelle 3.1, Lösung 8) waren die beobachteten
Erhöhungen der Kalziumkonzentration nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 4.13).
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Abbildung 4.13.: Vergleich der intrazellulären Kalziumkonzentrationen in trigeminalen Neu-
ronen von Wildtyp- und transgenen Mäusen. Dargestellt sind die relativen Mittelwerte der
Fluoreszenzquotienten (∆FF0 ) nach Applikation verschiedener Substanzen (Kontrolle, Nikotin
1 mM und 3 mM sowie KCl 30 mM; n = 13 - 57). ***p < 0,0001 für den t-Test zwischen Wildtyp-
und transgenen Tieren.
Um in diesen Experimenten den Beitrag der spannungsgesteuerten Kalziumkanäle auf-
zudecken, wurden diese durch die Zugabe von 100 µM Cadmiumchlorid (CdCl2) blockiert.
Unter diesen Bedingungen konnten mit Nikotin weiterhin Änderungen der Kalziumkon-
zentrationen ausgelöst werden, wohingegen durch KCl induzierte Kalziumsignale aus-
blieben (Abb. 4.14).
Abbildung 4.14.: Zeitverlauf der intrazellulären Kalziumkonzentrationen in trigeminalen
Neuronen eines Wildtyptiers nach Zugabe von 100 µM CdCl2 und Applikation von Niko-
tin (1 mM und 3 mM) und KCl (20 mM). Jede Linie spiegelt den Zeitverlauf der intrazellu-
lären Kalziumkonzentration im Soma eines einzelnen fluoreszierenden Neurons wider. Die
Applikation von KCl führte dabei nicht zu einem Anstieg der intrazellulären Kalziumkon-
zentration.
48
Die durch Nikotin induzierbaren intrazellulären Kalziumanstiege in Neuronen von trans-
genen Tieren waren unter diesen Bedingungen weiterhin signifikant größer als in denen
von Wildtyptieren (Abb. 4.15).
Abbildung 4.15.: Vergleich der intrazellulären Kalziumkonzentrationen in trigeminalen Neu-
ronen von Wildtyp- und transgenen Mäusen. Das Balkendiagramm zeigt die relativen Mit-
telwerte der Fluoreszenzquotienten (∆FF0 ) nach Applikation von Nikotin (1 mM und 3 mM) in
Anwesenheit von 100 µM CdCl2 (n = 11 - 48). **p < 0,01 für den t-Test zwischen Wildtyp- und
transgenen Tieren.
4.9. Anteil intrazellulärer Kalziumspeicher am
nikotininduzierten Kalziumsignal
Durch einen nikotininduzierten Kalziumeinstrom kommt es zu einem Anstieg der intra-
zellulären Kalziumkonzentration. Diese Erhöhung kann zusätzlich die Freisetzung von
Kalzium aus kalziumsensitiven Kalziumspeichern der Zelle anstoßen. Um deren Beitrag
am nikotininduzierten intrazellulären Kalziumanstieg abzuschätzen, wurde in weiteren
Experimenten die Freisetzung von Kalzium aus diesen Speichern durch das Alkaloid Ry-
anodin blockiert. Dieser selektive Inhibitor wurde nach Applikation von Nikotin zu der
Extrazellulärlösung hinzugegeben und nach einer Inkubationsdauer von bis zu 15 Minu-
ten mit Nikotin koappliziert (Abb 4.16).
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Abbildung 4.16.: Zeitverlauf der intrazellulären Kalziumkonzentrationen in trigeminalen
Neuronen eines Wildtyptiers in Anwesenheit von 100 µM CdCl2 und nach Einwaschen des
Blockers Ryanodin. Jede Linie spiegelt den Zeitverlauf der intrazellulären Kalziumkonzentra-
tion im Soma eines einzelnen fluoreszierenden Neurons wider, wobei die Pfeile Beginn und
Ende der Applikationen von MMR (Kontrolle) und Nikotin (3 mM) vor und nach Ryanodin-
zugabe (30 µM) anzeigen. Die Inkubation und die Koapplikation mit Ryanodin führten zu
keiner Änderung in den intrazellulären Kalziumanstiegen.
Vorinkubation der Zellen mit Ryanodin (30 µM) sowie Koapplikation von Nikotin mit
Ryanodin (3 mM + 30 µM) in Anwesenheit von CdCl2 (100 µM) führten zu keinem signi-
fikanten Unterschied in den intrazellulären Kalziumänderungen (Abb. 4.17).
Abbildung 4.17.: Vergleich der intrazellulären Kalziumkonzentrationen in trigeminalen Neu-
ronen von Wildtyp- (weiß) und transgenen Mäusen (schwarz) vor und nach Zugabe von
Ryanodin. Dargestellt sind die relativen Mittelwerte der Fluoreszenzquotienten (∆FF0 ) ± SEM
nach Applikation von Nikotin (3 mM) bzw. nach Koapplikation von Nikotin (3 mM) mit Ry-
anodin (30 µM) (n = 10 - 20).
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Berechnet man den Anteil der Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären Kalziumspeichern
am Gesamtanstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration nach Applikation von Ni-
kotin (3 mM), erhält man folgende Ergebnisse (Abb. 4.18): Die Inhibition der ryanodin-
abhängigen intrazellulären Kalziumfreisetzung führte in Neuronen der Wildtyptiere zu
einer 14,8± 6,2 %igen Reduktion des Anstiegs der intrazellulären Kalziumkonzentration
(n = 9 - 10). Bei transgenen Tieren blieben die Konzentrationsanstiege nahezu unverän-
dert (-4 % ± 8,1 %, n = 20).
Abbildung 4.18.: Anteil des freigesetzten Ca2+ aus intrazellulären Kalziumspeichern am ni-
kotinduzierten Gesamtkalziumanstieg. Jeder Balken repräsentiert die normalisierten Mittel-
werte der Peakamplituden der intrazellulären Kalziumkonzentrationsänderungen ± SEM
(n = 9 - 20) in trigeminalen Neuronen von Wildtyp- (weiß) und transgenen Tieren (schwarz).
Die Kontrollen zeigen die Kalziumkonzentrationen nach Applikation von Nikotin, und die
als „Ryanodin“ bezeichneten Balken zeigen die Kalziumkonzentrationen nach Koapplikation
von Nikotin (3 mM) mit Ryanodin (30 µM). Die Daten der Ryanodinmessungen wurden auf
die jeweiligen Kontrollwerte normalisiert.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Änderungen der intrazellulären Kalziumkonzentratio-




4.10. siRNA-vermittelter Knockdown des
Lypd6-Transkripts
Die Bedeutung des Lypd6-Proteins für die Kalziumpermeation durch nAChRs in TriNs
von Wildtyptieren wurde in weiteren mikrofluorometrischen Messungen untersucht. Da-
zu wurde in Knockdown-Experimenten die Expression von Lypd6 durch eine 24stündige
Inkubation mit siRNA (Stealth 770) reduziert. Zur Kontrolle wurden unbehandelte TriNs,
ausschließlich mit dem Transfektionsmedium HiPerFect behandelte und mit siRNA ge-
gen Firefly-Luziferase behandelte Zellen untersucht (alle jeweils nach 24 Stunden).
Die transiente Transfektion der TriNs mit der siRNA gegen Lypd6 führte bei Wildtyp-
mäusen nach 24 Stunden zu einer signifikanten Reduktion der Kalziumkonzentrations-
anstiege nach Applikation von Nikotin (3 mM) im Vergleich zu den unbehandelten TriNs.
Die zur Kontrolle mit Transfektionsmedium sowie die mit der „Off-Target“-siRNA gegen
Firefly-Luziferase behandelten Zellen reagierten unbeeinflusst auf Nikotin (Abb. 4.19).
Abbildung 4.19.: Balkendiagramm der intrazellulären Kalziumkonzentrationen trigeminaler
Neurone nach 24stündiger Behandlung mit siRNA gegen Lypd6 (50 nM, schwarzer Balken)
und Applikation von Nikotin (3 mM). Folgende Kontrollexperimente wurden durchgeführt:
Weiß =ˆ Kontrolle ohne siRNA-Behandlung; Schachbrettmuster =ˆ „Off-Target-Behandlung“
mit siRNA (50 nM) gegen Firefly-Luziferase; Gestreifter Balken =ˆ Behandlung ausschließlich
mit HiPerFect-Transfektionsmedium. Jeder Balken repräsentiert die Mittelwerte der Fluores-
zenzquotienten (∆FF0 ) der intrazellulären Kalziumkonzentrationen ± SEM (n = 34 - 67).
**p < 0,01; ***p < 0,0001 für den unpaired t-Test.
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Zur Validierung des Expressionsreduktionskonstrukts wurde zuvor in Zellkulturexpe-
rimenten die Effizienz der siRNA untersucht. In Neuro-2a-Zellen führte die transiente
Transfektion mit dem siRNA-Vektor nach 24 Stunden zu einer ca. 70 %igen Reduktion
der Lypd6-mRNA (Darvas 2007).
Bei einem Vergleich der siRNA-behandelten Neurone der Wildtyptiere mit siRNA-be-
handelten Neuronen der transgenen Tiere (beide jeweils 24 Stunden mit siRNA gegen
Lypd6) zeigte sich, dass die Fluoreszenzquotienten der intrazellulären Kalziumkonzen-
trationen nach Applikation von Nikotin (3 mM) weiterhin signifikant unterschiedlich wa-
ren (p = 0,0315, Abb. 4.20).
Abbildung 4.20.: Balkendiagramm der intrazellulären Kalziumkonzentrationen in Neuronen
von Wildtyp- (weiß) und transgenen Tieren (schwarz) nach Behandlung mit siRNA gegen
Lypd6 (50 nM, 24 Stunden) und Applikation von Nikotin (3 mM). Jeder Balken repräsentiert
die Mittelwerte der Fluoreszenzquotienten (∆FF0 ) der intrazellulären Kalziumkonzentrationen± SEM (n = 34 - 47). *p < 0,05 für den t-Test zwischen Wildtyp- und transgenen Tieren.
Diese Befunde legen nahe, dass Lypd6 nicht nur modulierend an nAChRs in genetisch
veränderten Tieren angreift, sondern auch unter physiologischen Bedingungen (in gene-





5.1. Charakteristika des Lypd6-Proteins
Das kürzlich entdeckte endogene Protein Lypd6 (Ly6-Plaur-Domäne6) kann der Fami-
lie der Ly6-uPAR(Lymphocyte antigen 6 urokinase-like plasminogen activator receptor)-
Proteine zugeordnet werden. Es wurde gezeigt, dass dieses Protein im ZNS von Mäusen
stark exprimiert wird. Verhaltensuntersuchungen machten deutlich, dass Lypd6-überex-
primierende Mäuse eine erhöhte Sensitivität für die analgetische Wirkung von Nikotin
aufweisen (Darvas 2007).
In dieser Arbeit wird gezeigt, dass Lypd6 die nikotininduzierte Kalziumstromkomponen-
te durch nAChRs in trigeminalen Neuronen (TriNs) von transgenen Mäusen verstärkt.
Dadurch kommt es zu einem vermehrten Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentra-
tion, der durch einen Knockdown der Lypd6-Expression mit siRNA vermindert werden
kann.
Auch in den TriNs von Wildtypmäusen führte der siRNA-vermittelte Knockdown des
Lypd6-Proteins zu einem verringerten Kalziumeinstrom durch nAChRs. Dies deutet da-
rauf hin, dass Lypd6 nicht nur bei genetisch veränderten Mäusen, sondern auch unter
physiologischen Bedingungen die Regulation von nAChRs beeinflusst.
Die Modulation des Kalziumeinstroms durch nAChRs kann zu wichtigen physiologi-
schen und pathophysiologischen Konsequenzen führen, da Kalzium einer der wichtig-
sten intrazellulären Botenstoffe ist.
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5.2. Nikotinische cholinerge Transmission im ZNS
Das nikotinische cholinerge System besteht aus einer Vielzahl von Projektionen, die na-
hezu jeden Bereich im ZNS innervieren (Dani and Bertrand 2007; Woolf 1991). Niko-
tinische Acetylcholinrezeptoren findet man sowohl prä-, post- als auch nichtsynaptisch
(Dani 2001; Descarries et al. 1997; Léna et al. 1993; Zarei et al. 1999). Das nikotinische
cholinerge System hat unter anderem entscheidenden Einfluss auf komplexe Funktionen
des Gehirns, wie Lernen und Gedächtnis, Aufmerksamkeit und den Schlaf-Wach-Zyklus
(Changeux et al. 1998; Coull 1998; Everitt and Robbins 1997; Picciotto et al. 1995; Rob-
bins 1997). Der Verlust zentraler nikotinischer Projektionen spielt eine wichtige Rolle bei
der Abnahme kognitiver Funktionen im Alter sowie bei neurodegenerativen Erkrankun-
gen wie Alzheimer oder Parkinson (Dani and Bertrand 2007; Gallagher and Rapp 1997;
Geula 1998; Robbins et al. 1997).
Modulatoren des nikotinisch cholinergen Systems könnten somit neue Wege eröffnen,
um pathophysiologischen Prozessen im ZNS entgegenwirken zu können.
Nikotinische Rezeptoren spielen in diesem System eine zentrale Rolle. Der intrazellulären
Kalziumkonzentration kommt dabei eine wichtige physiologische Funktion zu, da sie un-
mittelbare und mittelbare Wirkungen auf unterschiedlichste kalziumabhängige Prozesse
hat, wie Neurotransmitterfreisetzung (Dani 2001; MacDermott et al. 1999; Vizi and Lend-
vai 1999; Wonnacott 1997), synaptische Plastizität (Broide and Leslie 1999; Ji et al. 2001;
Mansvelder and McGehee 2000) und Exzitotoxizität (Neurotoxizität) (Belluardo et al.
2000; Orrenius et al. 2003; Utsugisawa et al. 2002). Die intrazellulären Kalziumanstiege
in den Zellen werden u.a. aufgrund der Durchlässigkeit der nAChRs für Kalziumionen
bestimmt.
5.2.1. Die molekulare Struktur von nAChRs bestimmt deren
Kalziumpermeabilität
Es gibt im ZNS eine Vielzahl von nAChRs mit unterschiedlichen molekularen Strukturen.
Funktionelle Untersuchungen haben gezeigt, dass die Rezeptoren unterschiedlich auf
Agonisten, Antagonisten und Modulatoren reagieren (Gerzanich et al. 1998; Jensen et al.
2005; Ramirez-Latorre et al. 1996). Die Rezeptorsubtypen weisen unterschiedliche Kalzi-
umpermeabilitäten auf, was deren physiologische Funktion entscheidend mitbestimmt.
Homomere α7-Rezeptoren z.B. besitzen eine hohe Kalziumpermeabilität (Séguéla et al.
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1993; Vernino et al. 1992), die auf die Zusammensetzung der geladenen Seitenketten im
Inneren der Kanalpore und die polaren Molekülgruppen am äußeren Rand des Kanals
zurückgeführt wird. Ein Austausch der Glutamatseitenkette im Inneren der Öffnung des
α7-Kanals durch eine neutrale Alaninseitenkette führt zu einer starken Reduzierung der
Kalziumpermeabilität dieser Rezeptoren (Bertrand et al. 1993b).
In weiteren Untersuchungen zur Kalziumpermeabilität wurde gezeigt, dass (für einen
Überblick siehe Fucile 2004):
a) die Region M2 der Rezeptoruntereinheiten (siehe Abb. 2.2) entscheidend für die Ionen-
selektivität der Rezeptoren ist und
b) homomere α-Btx-sensitive nAChRs, bestehend aus fünf identischen α-Untereinheiten,
größere Kalziumpermeabilitäten aufweisen als heteromere Rezeptoren mit weniger α-
Untereinheiten.
Die membrandurchspannende Region M2 und deren benachbarte Basen spielen eine wich-
tige regulierende Rolle bei der Kalziumpermeabilität nikotinischer Rezeptoren, da drei
Ringe negativ geladener Basen als wichtiger Filter der kationenselektiven Rezeptoren
wirken (Corringer et al. 1999a, b; Galzi et al. 1992; Gunthorpe and Lummis 2001; Imoto
et al. 1988; Keramidas et al. 2000; Konno et al. 1991). Punktmutationen der M2-Region
bzw. der benachbarten Glutamatbasen von nAChRs reichen bereits aus, um den Kalzi-
umfluss der Rezeptoren zu modulieren (Bertrand et al. 1993b; Fucile et al. 2000, 2003;
Haghighi and Cooper 2000).
Ebenso ist bekannt, dass der Austausch einer nAChR-Untereinheit durch eine α5-Un-
tereinheit in α3β4- oder α4β2-Rezeptoren zu einer Erhöhung der Kalziumpermeabilität
dieser Rezeptoren führt (Gerzanich et al. 1998).
Die Kalziumpermeabilitäten der unterschiedlichen heteromeren nAChRs sind jedoch nur
schwer untereinander zu vergleichen (Fucile 2004). Untersuchungen der menschlichen
heteromeren Rezeptoren deuten darauf hin, dass α3β4-Rezeptoren eine höhere Kalzium-
permeabilität aufweisen als α4β2-Rezeptoren und diese höher permeabel für Kalzium
sind als α4β4-Rezeptoren (Lax et al. 2002).
Der durch Lypd6 hervorgerufene Effekt des höheren Kalziumeinstroms, den wir in trans-
genen Tieren beobachtet haben, könnte darauf beruhen, dass z.B. mehr Rezeptoren ex-
primiert werden oder Rezeptoren exprimiert werden, die mehr α-Untereinheiten aufwei-
sen. Lypd6 könnte dadurch den Kalziumeinstrom nikotininduzierter Ströme in den TriNs
dieser Tiere verstärken. Jedoch spricht die Tatsache, dass die Gesamtzellströme der TriNs
von Wildtyp- und transgenen Tieren unverändert waren, dagegen, dass durch die Wir-
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kung von Lypd6 mehr Rezeptoren exprimiert werden. Ebenso würde man bei einem ver-
stärkten Einbau von α-Untereinheiten in die Rezeptoren veränderte Kinetiken der Strom-
antworten erwarten (Gerzanich et al. 1998).
Untersuchungen zum Einfluss von Lypd6 auf die Rezeptorexpression sowie eine ge-
naue Aufgliederung der Rolle der Rezeptoruntereinheiten wurden in unserer Studie nicht
durchgeführt. Dennoch wurde in einem ersten Schritt versucht zu unterscheiden, ob
Lypd6 Wirkung auf homomere und/oder heteromere Rezeptortypen hat.
5.3. Lypd6 moduliert heteromere nAChRs
Zur Eingrenzung der Wirkung von Lypd6 auf die Rezeptortypen wurden Untersuchun-
gen mit Inhibitoren für unterschiedliche nAChR-Subtypen durchgeführt. Der unselektive
Inhibitor Mecamylamin (MEC) blockierte den Strom durch die nAChRs fast vollständig.
Selektive Blocker der homomeren α-nAChRs, wie α-Bungarotoxin und Methyllycaconitin
(α-Btx und MLA), zeigten dagegen keinen Einfluss auf die von Lypd6 modulierten Strö-
me. Daher können homomere α-nAChRs als Ziel von Lypd6 ausgeschlossen werden.
Eine weitere Eingrenzung der heteromeren nAChR-Subtypen mit pharmakologischen
Methoden wurde nicht durchgeführt, da sensorische Neurone, wie die TriNs, eine Viel-
zahl von Rezeptorsubtypen exprimieren (Dussor et al. 2003; Flores et al. 1996; Keiger
and Walker 2000; Wada et al. 1989) und zurzeit nur wenige spezifische Antagonisten
für einzelne Subtypen heteromerer nAChRs im Gehirn beschrieben sind (Colquhoun and
Patrick 1997).
Aufgrund unserer Ergebnisse gehen wir davon aus, dass Lypd6 direkt an den vorhande-
nen heteromeren Rezeptoren wirkt und die gesteigerte Kalziumpermeabilität durch eine
direkte Interaktion von Lypd6 mit dem Rezeptorprotein hervorgerufen wird.
5.4. Wirkmechanismen des Lypd6-Proteins
In zukünftigen Untersuchungen könnte in heterologen Expressionssystemen, wie trans-
fizierten Säugetierzellen oder Xenopus-Oozyten, in denen nur ein Subtyp der nAChRs
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exprimiert wird, die Interaktion von Lypd6 mit diesem einzelnen nAChR-Subtyp un-
tersucht werden. Die Öffnungswahrscheinlichkeiten und Kalziumpermeabilitäten die-
ser Rezeptoren könnten mit Einzelkanalmessungen und kombinierten Fluoreszenz- und
Patch-Clamp-Messungen genauer bestimmt werden.
Ein wichtiger Schritt zur Aufklärung des Mechanismus von Lypd6 wäre die Synthese des
Proteins. Mit dem isolierten Protein könnten spezifische Kanalinteraktionen im Detail un-
tersucht werden. So könnte z.B. analysiert werden, ob Lypd6 den Rezeptorkanalkomplex
als allosterischer Modulator beeinflusst.
Die Frage nach dem Wirkmechanismus von Lypd6 konnte in dieser Studie nicht endgül-
tig geklärt werden.
5.4.1. Allosterische Modulation von Rezeptorproteinen
Für Lypd6 liegt eine Funktion als allosterischer Modulator von nAChRs nahe, da schon
für die Proteine Lynx1 und Slurp1 aus derselben Proteinfamilie gezeigt werden konnte,
dass sie als allosterische Modulatoren Ströme durch nAChRs regulieren und somit Ein-
fluss auf die Funktion von nAChRs nehmen können (Adermann et al. 1999; Miwa et al.
2006).
Das Prinzip der allosterischen Modulation besteht darin, dass allosterische Liganden die
Energieschwellen der Konformationszustände einzelner Proteine verändern. Dies bedeu-
tet, dass z.B. Acetylcholin als endogener Ligand der nAChRs an der Bindungsstelle für
ACh am Übergang der Untereinheitenprotomeren, an der sog. orthosterischen Stelle, an-
dockt und dass Moleküle, die an anderer Stelle an den Untereinheiten binden, als allo-
sterische Modulatoren wirken können. Die Anbindung eines Liganden an die orthoste-
rische Seite stabilisiert den Rezeptor in seinem aktiven Zustand, wohingegen die An-
bindung eines Effektors an der allosterischen Stelle die Gesamteigenschaften des Re-
zeptors ändern kann, indem er die Energiebarrieren verändert. Als positive allosteri-
sche Modulatoren (PAM) bezeichnet man Liganden, die die Energiebarriere zwischen
geschlossenem und offenem Zustand eines Rezeptors herabsetzen oder zu einer Erhö-
hung der Öffnungswahrscheinlichkeit eines Rezeptors führen können. Elektrophysiolo-
gische Untersuchungen haben gezeigt, dass es durch die Wirkung dieser Modulatoren
oftmals zu einer Änderung ACh-induzierter Peakamplituden, einer Verringerung der De-
sensitisierung, einer Verkleinerung des EC50-Wertes und einem Anstieg der Steigung der




In einer Vielzahl von Studien wurden bisher positive allosterische Modulatoren der α7-
nAChRs beschrieben (Broad et al. 2006; Charpantier et al. 2005; Chimienti et al. 2003;
Krause et al. 1998; Lopes et al. 2007; Popa et al. 2006; Zwart et al. 2002). Diese Studien
haben gezeigt, dass die Ligandeninteraktionen durch ein allosterisches Modell beschrie-
ben werden können, bei dem man zwei Effekte unterscheidet: Bei beiden moduliert der
allosterische Effektor die Energieschwellen der Konformationszustände, was aber einmal
vorwiegend zu einer Veränderung der Peakamplitude führt (Typ I-PAM) und im zweiten
Fall sowohl zu einer Änderung der Peakamplitude als auch der Kinetik der Agonistenre-
aktion führt (Typ II-PAM) (Bertrand and Gopalakrishnan 2007). Bei dem Typ I-PAM geht
man davon aus, dass es zu einer Stabilisierung des Öffnungszustands kommt und damit
neben der Modulation der Stromamplitude keine Veränderung der Kinetik einhergeht
(Ng et al. 2007). Dieser Typ von Modulatoren ist für die klinische Forschung von beson-
derem Interesse, da er nur eine Eigenschaft des Rezeptors beeinflusst. Man hofft, mit ihm
Ansatzmöglichkeiten zu erlangen, mit denen man die Rezeptoreigenschaften hoch spe-
zifisch modulieren kann. Im Laufe der Zeit sind neben weiteren positiven allosterischen
Modulatoren der homomeren Rezeptoren auch Typ I-Modulatoren der α4β2-nAChRs so-
wie weiterer heteromerer Rezeptoren beschrieben worden (Broad et al. 2006; Buisson and
Bertrand 1998; Curtis et al. 2002). Auch an diesen heteromeren Rezeptoren führen die
Typ I-Modulatoren zu spezifischen Anstiegen der Peakamplituden nach Applikation von
ACh (Broad et al. 2006; Hsiao et al. 2001).
Für das Lypd6-Protein wäre vorstellbar, dass es als Typ I-PAM wirkt und dabei selektiv
die Kalziumkomponente des Stroms durch nAChRs beeinflusst.
5.5. Funktionelle Bedeutung von Lypd6
Diese Studie beschreibt Lypd6 erstmals als spezifischen Modulator des Kalziumstroms
durch nikotinische Acetylcholinrezeptoren. Die Identifizierung von Lypd6 als Mitglied
der Ly6/Neurotoxin-Familie lässt vermuten, dass noch weitere uPAR/Ly6-Gene bisher
unbekannte Proteine kodieren, die als mögliche Modulatoren im ZNS wirken können. Die
Modulation der nAChRs durch Lypd6 hat weitreichende Auswirkungen auf die nAChR-
Funktion von Mäusen. Schon für Lynx1 wurde gezeigt, dass in Xenopus-Oozyten, die
nAChRs exprimieren, ACh-induzierte Ströme verstärkt werden und Lynx1 als allosteri-
scher Modulator dieser nAChR-Funktion wirkt (Ibanez-Tallon et al. 2002; Miwa et al.
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1999, 2006). Auch die Tatsache, dass Lynx1-defiziente Mäuse eine verstärkte neurona-
le Degeneration aufweisen und der Lypd6-Knockdown die Embryonalentwicklung nicht
übersteht, gibt Hinweise auf eine mögliche grundlegende Bedeutung der Modulation der
cholinergen Signaltransduktion im ZNS und der Peripherie (Darvas 2007). Die funktio-
nelle Bedeutung von Lypd6 wird zudem durch die Ergebnisse der Knockdown-Experi-
mente in Wildtyptieren unterstützt.
Die in dieser Untersuchung beschriebene Wirkungsweise auf nur eine Eigenschaft des
Rezeptors könnte von besonderer Bedeutung sein. Lypd6 könnte über eine Regulation
des Kalziumeinstroms durch nAChRs möglicherweise unterschiedlichste zellbiologische
Prozesse, wie z.B. die synaptische Transmission oder die Neurotoxizität, beeinflussen und
damit neue Ansätze zur Entwicklung therapeutischer Konzepte liefern.
Die Ergebnisse dieser Untersuchung legen nahe, dass nAChRs der Angriffspunkt von
Lypd6 sind. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch andere Rezeptoren
oder Proteine Ziele von Lypd6 sein können. Weitere Untersuchungen sind notwendig,
um den Mechanismus von Lypd6 auf nAChRs in vitro und in vivo zu verstehen. Dazu ge-
hören Verhaltensuntersuchungen, Untersuchungen zum Bindungsverhalten von Lypd6,
sowie die Spezifizierung des Wirkmechanismus. Zudem wäre es wünschenswert, Lypd6-
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Tabelle A.1.: Auflistung verwendeter Chemikalien und deren jeweilige Bezugsquelle
Chemikalien Zulieferer
4-Amino-Pyridin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Acetylcholin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Alpha-Bungarotoxin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
BAPTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
CaCl2 Merck, Darmstadt, Deutschland
Carbogen Linde AG, München, Deutschland
CdCl2 Merck, Darmstadt, Deutschland
Choline-Chlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Collagenase 1A Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
CsCl Merck, Darmstadt, Deutschland
DNAse I Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland




EGTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Epibatidin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Fetal Bovine Serum (FBS) Invitrogen, Mannheim, Deutschland




Fura-2-AM Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Glucose Merck, Darmstadt, Deutschland
HCl Merck, Darmstadt, Deutschland
HEPES Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
HiPerfect (Transfektionsreagenz) Invitrogen, Mannheim, Deutschland
KCl Merck, Darmstadt, Deutschland
KOH Merck, Darmstadt, Deutschland
Lypd6-siRNA (Stealth 770, 5’GCC ACA
UUU GCU ACC ACA UCA CCU A3’;
5’UAG GUG AUG UGG UAG CAA AUG
UGG C3’)
Invitrogen, Mannheim, Deutschland
Mecamylamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Methyllycaconitin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
MgCl2 Merck, Darmstadt, Deutschland
MgOH Merck, Darmstadt, Deutschland
Na-ATP Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland
Na2H2PO4 Merck, Darmstadt, Deutschland
NaOH Merck, Darmstadt, Deutschland
Nikotin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
NMDA Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Penicillin Invitrogen, Mannheim, Deutschland
Poly-L-Lysin Labomedic GmbH, Bonn, Deutschland
Ryanodin Merck, Darmstadt, Deutschland
Streptomycin Invitrogen, Mannheim, Deutschland
TEA-Hydroxid Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Trypsin Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland
TTX Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Xestospongin Merck, Darmstadt, Deutschland
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A.2. Geräte
• Analog-Digital Wandler: ITC-16, HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht,
Deutschland
• Analysenwaage Voyager: Ohaus, Pine Brook, NJ, USA
• Aufsichtmikroskop: Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland
• Binokular: Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland
• Begasungsbrutschrank HERACell CO2: Kendro Laboratory Products GmbH, Lan-
genselbold, Deutschland
• Bunsenbrenner: WLD-TEC GmbH, Göttingen, Deutschland
• CCD Kamera Sensicam: Imago CCD, T.I.L.L.-Photonics, Planegg, Deutschland
• Druckapplikationssystem: DAD-VC, ALA Scientific Instruments, NY 11590, USA
• Fluoreszenzmikroskop: Axiovert 135, Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland
• Heizmagnetrührer Ikamag: Janke & Kunkel GmbH u. CoKG, Staufen, Deutschland
• Kühlschrank Liebherr Premium: Liebherr-Holding GmbH, Ochsenhausen, Deutsch-
land
• Kreiselpumpe: Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH, Wertheim-Mondfeld, Deutsch-
land
• Mikromanipulator: Luigs und Neumann GmbH, Ratingen, Deutschland
• Osmometer Vapro 5520: Wescor Inc, Logan, Utah, USA
• pH-Meter Cyberscan 500: Eutech Instruments, Nijkerk , Niederlande
• Elektroden-Puller: Zeitz-Instrumente Vertriebs GmbH, Augsburg, Deutschland
• Schüttelbad: Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland
• Sterilbank Laminar flow: Kojair Tech Oy, Vilppula, Finnland
• Verstärker Axopatch 200A: Axon Instruments, Kalifornien, USA
• Verstärker Heka EPC10: HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht, Deutsch-
land
• Vortexer VF2: IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland
• Wasserbad MGW M20: Lauda-Königshofen, Deutschland
• Zentrifuge Megafuge 1.0R: Kendro Laboratory Products GmbH, Deutschland
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A.3. Publikationen zu dieser Arbeit
Darvas M.*, Morsch M.*, Racz I., Ahmadi S., Swandulla D. and Zimmer A. (2008)
Lypd6: A novel modulator of neuronal nicotinic acetylcholine receptor channels.
Submitted to European Journal of Pharmacology
*The first two authors contributed equally to this work.
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